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CANAL CATIONIQUE NEURONAL DE MAMMIFERE SENSIBLE A L'ACIDTTE, SON CLONAGE ET SES APPLICA- 
TIONS 

5 La presente invention concerne une nouvelle 

f ami lie de canaux ioniques de mammifere, notamment humain, 
sensible a l'acidite. Elle concerne plus particulierement 
1 1 identification et la caracterisation moleculaire, chez 
l'homme et le rat, d'un nouveau canal cationique. active 

10 par les protons, denomme ci-apres "ASIC" pour designer les 
termes anglais "Acid Sensing Ionic Channel". Le canal ASIC 
constitue le premier membre d'un groupe de canaux 
cationiques, appartenant a la f ami lie des canaux sodium de 
degenerine sensible a I'amiloride (6, 11-14), qui est 

15 active tyransitoirement par une acidification 
extracellulaire . 

La sensibilite a l'acide est associee a la 
fois a la nociception (1) et a la transduction du c,out 
(2) . La stimulation de neurones sensoriels par les acides 

20 revet une grande importance, car l'acidite accompagne de 
nombreuses situations inf lammatoires et ischemiques 
douloureuses . La douleur causee par les acides est 
interpretee comme etant mediee par des canaux cationiques 
presents au niveau des neurones sensoriels, et qui sont 

25 actives par les protons (3-5). Les proprietes biophysiques 
et pharmacologiques des canaux ASIC de 1' invention sont 
proches de celles des canaux cationiques actives par les 
protons decrits dans les neurones sensoriels (3, 15, 16). 
Toutefois, comme cela apparaitra dans la description ci- 

30 apres, il n'a ete a ce jour jamais decrit de canaux 
ioniques actives par un ligand plus simple que les canaux 
ASIC. 

La presente invention a done pour objet une 
35 proteine constituant un canal cationique neuronal sensible 
a I'amiloride et active par les protons. Plus 
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particulierement 1' invention concerne la proteine 
constituant le canal ASIC dont la sequence en acides 
amines est representee dans la liste de sequences en 
annexe sous le numero SEQ ID No : 1 ou un derive 

5 fonctionnellement equivalent de cette proteine. 

De tels derives sont ceux dont la sequence 
comprend une modification et/ou une suppression et/ou une 
addition d'un ou plusieurs residus d' acides amines, des 
lors que cette modification et/ou supression et/ou 

10 addition ne modifie pas les proprietes f onctionnelles et 
structurelles du canal ASIC, principalement son activation 
par les protons. De tels derives peuvent etre analyses par 
l'homme du metier selon les techniques decrites dans les 
exemples donnes ci-apres qui ont permis de mettre en 

15 evidence les proprietes biophysiques et pharmacologiques 
du canal ASIC. 

Un exemple d l un tel derive fonctionnellement 
equivalent, est la proteine ASIC humaine dont la sequence 
en acides amines est representee dans la liste de 
20 sequences en annexe sous le numero SEQ ID No : 2, et qui 
est sensiblement identique a celle du canal ASIC de rat, 
desiane ASIC1A , representee dans la liste de sequences en 
annexe sous le numero SEQ ID No : 1. 

Un autre exemple d'un tel derive 
25 fonctionnellement equivalent, est la proteine constituant 
un canal cationique de degenerine denomme " MDEG " (14) ou 
" BNaCI " (20) ou encore designe ci-apres M ASIC2A" ou 
"MDEG1" dont la sequence en acides amines est representee 
dans la liste de sequences en annexe sous le numero SEQ ID 
30 No : 3. MDEG a ete decrit comme un canal cationique de 
mammifere sensible a l'amiloride qui est activ^ par des 
mutations responsables de neurodegenerescence avec les 
degenerine.s de C. elegans. Le canal MDEG est un parent 
structural du canal ASIC , dont la sequence en acides 
35 amines presente environ 67% d'homologie avec la sequence 
du canal ionique MDEG. Toutefois, les proprietes 
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electrophysiologiques de ces deux canaux sont differentes 
car ils ne sont pas actives par les memes changements de 
pH. Ainsi, la gamme de sensibilite de MDEG (EC50 = 4,05) 
est difference de celle de ASIC (EC50 =' 6,2) . 

5 II a ete montre que le canal MDEG est active 

par les m§mes mutations que celles causant une 
degenerescence neuronale chez C. elegans. Ainsi, comme les 
mutants de degenerine de C. elegans hyperactifs, les 
mutants actifs de MDEG sont responsables d ' une mort 

10 cellulaire, indiquant que 1 ' acquisition de fonction par ce 
canal ionique neuronal serait impliquee dans plusieurs 
formes de degenerescence neuronale de mammifere et 
notamment humaine . Mais aucune fonction physiologique 
normale de MDEG n'etait connue jusqu'a la mise en evidence 

15 de son activation par les protons conformement aux canaux 
cationiques de la presente invention. 

D' autre exemples de proteines constituant un 
canal cationique neuronal sensible a I'amiloride et active 
par les protons selon 1 ' invention sont donnes ci-apres : 

20 - Un canal designe ASIC1B dont la sequence 

de 559 acides amines est representee dans la liste de 
sequence en annexe sous le numero SEQ ID NO : 4 . ASIC1B 
est un variant depissage du canal ASIC1A clone a partir du 
cerveau de rat par PCR degeneree. Les premier 185 amino 

25 acides sont remplaces par une nouvelle sequence de 218 
amino acides qui est soulignee dans la SEQ ID NO : 4. 

- Un canal designe DRASIC dont la sequence 
de 533 acides amines est representee dans la liste de 
sequence en annexe sous le numero SEQ ID NO : 5 . DRASIC a 

30 ete clone a partir des neurones sensoriels de rat en 
utilisant une sequence partielle dans les banque de 
donnees ("Expressed Sequence Tag" avec le numero 
d'accession W62694) . Les proprietes de DRASIC sont les 
suivantes : 

35 -II est exprime dans les neurones sensoriels 

mais pas dans le cerveau. 
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- Son expression dans les oocytes de Xenope 
ou dans des cellules de mammifere permet d * enregistrer un 
courant sodium active par le proton qui presente deux 
composantes : une composante s'activant et s'inactivant 
5 rapidement et une composante s'activant plus lentement et 
ne s'inactivant pas. Les deux composantes sont selectives 
pour le Na + . Un canal cationique active par le proton et 
ne s'inactivant pas a ete implique dans la sensation de 
douleur prolongee^causee par une acidose. 

10 

L' invention concerne aussi un canal 
cationique hybride constitue de 1 1 association d ' une 
premiere proteine constituant un canal ionique active par 
les protons selon 1' invention avec une seconde proteine 
15 constituant un canal ionique active par les protons. 
Avantageusement, ladite seconde proteine est aussi une 
proteine constituant un canal ionique active par les 
protons selon 1' invention. A titre d'exemple d'une telle 
association, on peut citer 1 ' association de la proteine du 
20 canal ASIC1A ou ASIC2A ou DRASIC avec la proteine du canal 
MDEG1, permettant de former un canal hybride presentant 
une troisieme gamme de sensibilite au pH (avec ASIC : EC50 
= 4,8). Un autre exemple d'un tel canal hybride est 
I 4 association de la proteine des canaux ASIC1A, ASIC1B, 
25 MEDG1 ou DRASIC avec la proteine du canal MDEG2. 

MDEG2 est un canal qui a ete clone a partir 
du cerveau de rat en utilisanf une sequence partielle de 
souris accessible dans les banques de donnees ("Expressed 
Sequence Tag avec le numero d' accession W50528" ) et dont 
30 la sequence de 563 acides amines est representee dans la 
liste de sequence en annexe sous le numero SEQ ID NO : 6. 

MDEG2 est un variant d'epissage de MDEG1 . 
Les premier 185 amino acides sont remplaces par une 
nouvelle sequence de 236 amino acides qui est soulignee 
35 . dans la SEQ ID NO : 6. MDEG2 est exprime dans le cerveau 
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et dans les neurones sensoriels des ganglions de la racine 
dorsale . 

MDEG2 exprime seul dans les oocytes de 
Xenope ou dans des cellules de maramiferes ne forme pas un 

5 canal cationique active par le proton. Neanmoins, il peut 
s'associer avec MDEG1 ou DRASIC pour former des canaux 
heteromultimeriques actives par le proton avec des 
proprietes modifiees : 

- Le pH d' activation du canal forme apres la 

10 co-expression de MDEG1 et MDEG2 est different. Apres 
expression dans les cellules COS, le courant n'a pas 
atteint sa valeur maximale a pH 3 alors que le courant 
induit par MDEG1 seul sature a un pH compris entre 4,5 et 
4,0. 

15 - Les cinetiques d ' inact ivation et la 

selectivity ionique du canal forme apres la co-expression 
de MDEG1 et MDEG2 sont clairement differentes de celles de 
MDEG1 seul. Un courant s'inactivant lentement et peu 
selectif pour le Na+ et le K+ apparait. 

20 - Le courant sodique soutenu obtenu apres 

expression de DRASIC devient non selectif (il ne 
differencie plus le sodium et le potassium) quand MDEG2 
est co-exprime avec DRASIC. Cette nouvelle propriete est 
similaire a celle du canal cationique active par le proton 

25 qui a ete implique dans la sensation de douleur prolongee 
causee par une acidose. Il est tres probable que DRASIC et 
MDEG2 f assent partie de ce canal'. 

Les homologies de sequences en acides amines 
30 des proteines constituant les canaux ASIC1A, ASIC1B, cites 
selon 1' invention sont donnees dans la tableau 1 ci- 
dessous . 



35 
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Tableau 1 



Canaux 


ASIC IB 


ASIC 1A 


MEDG2 


MDEG1 


DRASIC 


ASIC1B 


100 


80 


56 


61 


52 


ASIC1A 




100 


59 


68 


53 


MDEG2 






100 


78 


48 


MDEG1 








100 


51 


DRASIC 










100 



Des anticorps poly ou monoclonaux diriges 
5 contre au moins une proteine constituant un canal ionique 
de 1' invention et/ou contre un canal hybride ci-dessus, 
peuvent etre prepares par les methodes classiques decrites 
dans la litterature. Ces anticorps sont utiles pour 
rechercher la presence des canaux ioniques de 1 ' invention 
10 dans differents tissus humains ou animaux, mais ils 
peuvent aussi t:/ouver des applications dans le domaine 
therapeutique pour inhiber ou activer in vivo, grace a 
leur specif icite, un canal ASIC et/ou ses derives. 

15 La presente invention a aussi pour objet une 

molecule d'acide nucleique comprenant ou constitute par 
une sequence nucleique codant pour une proteine 
constituant un canal cationique neuronal sensible a 
l'amiloride et active par les protons. Plus 

20 particulierement 1* invention concerne une molecule 
d*acide nucleique comprenant au moins une sequence codant 
pour la proteine constituant le canal ASIC dont la 
sequence en acides amines est representee dans la liste de 
sequences en annexe sous le numero SEQ ID No : 1 ou pour 

25 un derive f onctionnellement equivalent de cette proteine. 
Une molecule d'ADN comprenant la sequence codant pour la 
proteine ASIC est celle representee dans la liste de 
sequences en annexe sous le numero SEQ ID NO:l ou sa 
sequence complementaire . Une autre molecule d'ADN selon 

30 1' invention est celle representee dans la liste de 
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sequence en annexe sous le numero SEQ ID NO : 2 ou sous le 
numero SEQ ID NO : 3 , ou leur sequence complementaire. 

Une molecule d ' ADN comprenant la sequence 
codant pour la proteine ASIC1B est celle de 3647 pb 

5 representee dans la liste de sequence en annexe sous le 
numero SEQ ID NO : 4 ou sa sequence complementaire. Plus 
particulierement 1' invention concerne la sequence 
nucleique comprise entre les nucleotides 109 et 1785 de la 
sequence representee dans la liste de sequence en annexe 

10 sous le numero SEQ ID NO : 4 ou sa sequence 
complementaire . 

Une molecule d 1 ADN codant pour la proteine 
DRASIC est celle de 1602 pb representee dans la liste de 
sequence en annexe sous le numero SEQ ID NO : 5 ou sa 

15 sequence complementaire. 

Une molecule d'ADN comprenant la sequence 
codant pour la proteine MDEG2 est celle de 1602 pb 
representee dans la liste de sequence en annexe sous le 
numero SEQ ID NO : 6 ou sa sequence complementaire. 

20 L ' invention concerne egalement un vecteur 

comprenant au moins une molecule d'acide nucleique 
precedente, avantageusement associee a des sequences de 
controle adaptes, ainsi qu'un procede de production ou 
d' expression dans un hote cellulaire d'une proteine 

25 constituant un canal ionique selon 1' invention. La 
preparation de ces vecteurs ainsi que la production ou 
1' expression dans un hote des canaux de 1* invention 
peuvent etre realisees par les techniques de biologie 
moleculaire et de genie genetique bien connues de l'homrne 

30 du metier. 

A titre d'exemple, un procede de production 
d'une proteine constituant un canal cationique selon 
1' invention consiste : 

a transferer une molecule d'acide 
35 nucleique de 1 ' invention ou un vecteur contenant ladite 
molecule dans un hote cellulaire, 
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- a cultiver ledit hote cellulaire dans des 
conditions permettant la production de la proteine 
constituant le canal cationique, 

- a isoler, par tous moyens appropries les 
5 proteines constituant les canaux ioniques de 1' invention. 

A titre d'exemple, un procede d* expression 
d'un canal ionigue selon 1' invention consiste : 

a transferer une molecule d'acide 
nucleique de 1 ' invention ou un vecteur contenant ladite 
10 molecule dans une cellule, 

- a cultiver ledit hote cellulaire dans des 
conditions permettant 1' expression de canaux ioniques de 
1' invention. 

L'hote cellulaire mis en oeuvre dans les 
15 procedes precedents peut etre choisi parmi les procaryotes 
ou les eucaryotes et notamment parmi les bacteries, les 
levures, les cellules de mammiferes, de plantes ou 
d* insectes. 

Le vecteur utilise est choisi en fonction de 
20 l'hote dans lequel il sera transfere; il peut s'agit de 
tout vecteur comme un plasmide. 

L' invention concerne done aussi les cellules 
transformees exprimant les canaux ASIC et/ou ses derives 

25 comme MDEG obtenues conformement aux procedes precedents. 
Ces cellules sont utiles pour le criblage de substances 
capables de moduler la perception de l'acidite, tant en ce 
qui concerne la nociception que la transduction du gotit. 
Ce criblage est effectue en mettant en contact des 

30 quantites variables d'une substance a tester avec des 
cellules exprimant les canaux ASIC , puis en mesurant, par 
tous moyens appropries, les effets eventuels de ladite 
substance sur les courants desdits canaux. Des techniques 
electrophysiologiques permettent egalement ces etudes et 

35 font aussi l'objet de la presente invention des lors 
qu'elles mettent en oeuvre les canaux ASIC ou leurs 
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derives. Ces criblages permettent d' identifier de nouveaux 
medicaments utiles dans le traitement ou la prevention de 
la douleur. lis permettent egalement de rechercher des 
agents modulateurs du gout acide. En outre, ils permettent 
5 de rechercher des bloqueurs qui sont susceptibles 
d'inhiber des neurodegeneresences provoquees par 
hyperexpression de ces canaux. Ces medicaments, isoles et 
detectes grace aux procedes ci-dessus, font egalement 
partie de 1' invention. Les canaux ASIC ont en effet des 
10 proprietes de selectivity ionique, notamment en ce qui 
concerne leur permeabilite selective au sodium, potassium 
et calcium, qui les destinent a avoir des proprietes 
excitotoxiques lorsqu'ils sont hypers timules. 

Une proteine constituant un canal ionique 
15 neuronal ASIC peut etre aussi utile pour la fabrication de 
medicaments destines a traiter ou prevenir des pathologies 
impliquant la perception douloureuse de l'acidite qui 
intervient dans les maladies inf lammatoires , les ischemies 
et dans un certain nombre de tumeurs. L' invention concerne 
20 done aussi les composition pharmaceutiques comprenant 
comme principe actif au moins une proteine constituant un 
canal ionique selon 1' invention. 

Une molecule d* acide nucleique codant pour 
une proteine constituant un canal ASIC ou un derive de 
25 celui-ci, ou un vecteur comprenant cette molecule d* acide 
nucleique ou encore une cellule expriroant des canaux ASIC, 
sont aussi utiles pour la' preparation d'animaux 
transgeniques. II peut s'agir d'animaux sur-exprimant 
lesdits canaux, mais surtout d'animaux dit "knock out", 
30 e'est a dire presentant une deficience en ces canaux; ces 
animaux transgeniques sont prepares par des methodes 
connues de l'homme du metier, et permettent de disposer de 
modeles vivants pour 1' etude de pathologies animales 
associees aux canaux ASIC. 
35 Les molecules d' acide nucleique de 

1* invention ou les cellules transformees par ladite 
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molecule sont done susceptibles d'etre utilisees dans des 
strategies de therapie genique afin de compenser une 
deficience des canaux ASIC au niveau de un ou plusieurs 
tissus d'un patient. L' invention concerne done aussi un 
5 medicament comprenant des molecules d'acide nucleique de 
1' invention ou de cellules transformees par lesdites 
molecules pour le traitement de pathologie impliquant les 
canaux ASIC et leurs derives. 

10 Outre la propriete d'etre active par les 

protons et les applications decrites ci-dessus qui en 
resultent dans le domaine de la perception de l'acidite, 
le canal ASIC , du fait de sa parente structurale avec le 
canal MDEG, est susceptible de se comporter comme une 
15 degenerine neuronale a la suite de mutation. 

La mort de certains neurones est 
caracteristique de plusieurs types de degenerescences 
neuronales telles que les maladies d'Alzheimer, 
d'Huntington, de Parkinson, la sclerose laterale 
20 amyotrophique, I'ataxie cerebelleuse . Seuls quelques genes 
deficients sont connus et plusieurs restent encore a 
identifier. Le reseau neuronal primitif du nematode C. 
elegans constitue un bon modele du developpement et de la 
mort neuronal. La degenerescence hereditaire chez C. 
25 elegans peut etre due a des mutations des degenerines deg- 
1, mec-4 et mec 10. Les homologies avec les sous-unites du 
canal sodium sensible a 1-' amiloride , le produit 
d' expression fonctionnel des chimeres mec-4 du canal 
sodium epithelial, suggerent que les degenerines sont des 
30 canaux ioniques dont 1 ' acquisition de fonction est la 
cause de degenerescence neuronale. 

La presente invention concerne done aussi 
les applications du canal ASIC pour 1' etude de ces 
modifications pathologiques susceptibles de conduire a des 
35 degenerescences . Les techniques mises en oeuvre pour ces 
applications, par exemple pour le criblage de drogues, 
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sont similaires a celles decrites precedemment pour la 
recherche d' agents modulateurs du gout ou d 1 analgesiques . 

En outre, une proteine constituant un canal 
ionique neuronal ASIC , un agoniste ou un antagonsite de 

5 celle-ci, peuvent etre aussi utiles pour la fabrication 
de medicaments destines a traiter ou prevenir des 
pathologies impliquant une degenerescence neuronale 
cerebrale. L' invention concerne done aussi les 
compositions pharmaceutiques comprenant comme principe 

10 actif au moins une de ces proteines eventuellement 
associee a un vehicule physio log iquement acceptable. 

Plus particulierement , 1* invention concerne 
une substance chimique ou biologique capable de modifier 
les courants d'un canal ionique et/ou un canal hybride 

15 selon 1 1 invention pour la preparation d'un medicament 
capble de moduler la perception de l'acidite, tant en ce 
qui concerne la nociception que la transduction du gout, 
chez un sujet humain ou animal. 

20 D'autres caracteristiques et avantages de 

1' invention apparaitront dans la description qui suit se 
rapportant aux travaux de recherche ayant mene a la mise 
en evidence et a la caracterisation du canal ASIC, et dans 
laquelle il sera fait reference aux sequences et dessins 

25 en annexe dans lesquels : 

- SEQ ID NO : 1 represente la sequence de 
526 acides amines de la proteine' du canal ASIC deduite de 
la sequence de 1 ' ADNc de rat . 

- SEQ ID NO : 2 represente la sequence 
30 partielle de 514 acides amines de la proteine du canal 

ASIC deduite de la sequence partielle de l'ADNc humain. 

- SEQ ID NO : 3 represente la sequence de 
512 acides amines de la proteine du canal MDEG deduite de 
la sequence de l'ADNc humain. 

35 -SEQ ID NO : 4 represente la sequence de 559 

acides amines de la proteine du canal ASIC1B ainsi que la 
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sequence d'une molecule d'ADN comprenant la sequence 
codant pour cette proteine. 

-SEQ ID NO : 5 represente la sequence de 533 
acides amines de la proteine du canal DRASIC et la 
5 sequence d'ADN codant pour cette proteine. 

-SEQ ID NO : 6 represente la sequence de 563 
acides amines de la proteine du canal MDEG2 ainsi que la 
sequence d'une molecule d'ADN comprenant la sequence 
codant pour cette proteine. 
10 - La figure 1 represente l'alignement des 

sequences des proteines ASIC de rat (en haut) et humain 
(en bas) des sequences SEQ ID NO : 1 et SEQ ID NO : 2 . La 
comparaison de ces sequences fait apparaitre 1 • absence de 
14 acides amines au debut de la phase codante humains par 
15 rapport a celle du rat. 

La figure 2 represente la comparaison de la 
sequence de la proteine du canal ASIC avec la sequence 
d'autres canaux ioniques : 

- MDEG (14) , un canal cationique de 
20 mammifere qui est active par des mutations responsables de 

neurodegerescences avec les degenerines de C. elegans. 

- FaNaCh (10), un peptide d'un canal sodium 
de Helix aspersa qui est active par la FMRFamide. 

- La degenerine MEC-4 (12) de C. elegans. 

25 Dans cette figure, les residus identiques ou 

similaires a ceux de ASIC sont imprimes respectivement en 
blanc sur fond noir et en noir sur fond gris . Les regions 
supposees transmembranaires (MI, Mil) d'ASIC sont marquees 
par des barres noires. 

30 La figure 3 represente 1 ' arbre 

phylogenetique des proteines des sous unites ONaCh, 0NaCh, 
TNaCh, 6NaCh du canal sodium sensible a l'amiloride et des 
degenerines MEC-4 , MEC-10 et DEG-1 de C. elegans/ 

La figure 4 represente la topologie qui est 

35 proposee pour cette derniere famille de canaux ioniques 
(30) . 
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La figure 5 montre les proprieties 
biophysiques du canal ASIC1 active par les protons. 

- En a : les courants macroscopiques entrant 
enregistres a -7 0 mV apres des rapides changements du pH 

5 de pH 7,4 a pH 6. 

- En b : La courbe dose reponse du pH 
extracellulaire. Le pH initial etait de 7,4 et les points 
representent les valeurs moyennes de 6 experiences. 
L'encart dans cette figure montre les reponses typiques a 

10 -70 mV. 

- En c : les relations Q-V des patch 
"outside-out" avec 140 mM de Na + (l) ou de Li + ( • ) dans la 
solution du bain. Q est la charge transported durant la 
transition de pH acide. L'encart dans cette figure montre 

.15 les reponses typiques dans un milieu contenant du Na + . 

- En d : les courants actives par les 
protons H + enregistres a differents potentiels dans un 
patch "outside-out" dans un milieu contenant du Na+ . 

- En e : les relations moyennes i-V mesurees 
20 a partir de patch "outside-out " avec 140 mM de Na + (l)/ 140 

mM de Li + {*) ou 1 , 8 mM de Ca 2+ ( ), en tant qu'ions 
permeables majoritaires dans les solutions externes ; les 
potentiels d' inversion etaient respect ivement de 65 mV, 58 
mV et -34 mV. 

25 - En f : le courant de protons a travers le 

canal ASIC1. Les relations entre le pic de courant et le 
voltage ont ete mesurees a partir de patch "outside-out" 
dans une solution de Na + libre, Ca 2+ libre avec des 
pipettes contenant une solution de K + libre, a pH 4 (•) et 

30 a pH 3 (!).( ) representent les resultats obtenus dans les 
memes conditions que (I) mais avec du KC1 dans la pipette. 
L'encart dans cette figure montre les reponses typiques 
enregistrees dans les conditions ( ) . 

La figure 6 montre l'effet du Ca 2+ et de 

35 l'amiloride sur le courant ASIC. 



WO 98/35034 



WO 98/35034 



14 



PCT/FR98/00270 



- En a : les courants actives par les 
protons H + enregistres a differents potentiels 
membranaires a partir d'un patch outside-out avec 1,8 mM 
de Ca 2+ dans une solution de Na + libre ; les courants se 

5 sont inverses a -35 mV. 

- En b : Les relations Q-v moyennes a partir 
d'un patch outside-out enregistrees dans des solutions de 
Na + libre contenant 1,8 mM de Ca 2 + (0, potentiel 
d' inversion -34 mV) ou 0 , 1 mM de Ca 2 + {•, potentiel 

10 d' inversion -80 mV) . 

- En c : L'effet du Ca 2+ externe sur le pic 
macroscopique de courant entrant enregistre a -7 0 mV et 
active par un changement rapide de pH de pH 7,4 a pH 6. 
L'encart dans cette figure montre les reponses typiques. 

15 Les points representent les valeurs moyennes ± se de 5 
oocytes . 

- En d : L'effet de 1 ' amiloride sur les 
courants actives par les protons H + enregistre a 0 mV a 
partir d'un patch outside-out. 

20 - En e : L' inhibition du courant 

macroscopique (induit par un changement de pH de pH 7,4 a 
pH 6) a -70 mV par 1' amiloride et derives. Les points 
representent les valeurs moyennes ± se de 5 oocytes. 

La figure 7 montre la distribution 

25 tissulaire de l'ARNm du canal ASIC. 

- En a : L' analyse en Northern blot de 
1' expression ARNm du canal ASIC dans des tissus humains. 

- En b : L ' analyse en RT-PCR de 1* expression 
de l'ARNm du canal ASIC dans le cerveau de rat et dans le 

30 ganglion de la racine dorsale (DRG) . (+),(-) representent 
respectivement les echantillons avec ou sans reverse 
transriptase . Des sections d'un gel d' agarose revele au 
bromure d'ethidium 1%. Les f leches indiquent la taille 
escomptee (657 pb) du produit de PCR. 

35 La figure 8 represente 1 ' hybridation in 

situ. 
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- En a et b : L ' hybridation de sections de 
6 urn d'un ganglion de la racine dorsale d'un rat age de 3 
mois avec la sonde E marquee a la digoxigenine . En a : Une 
microphotographie a faible pouvoir eclairant 

5 {grossissement de 3 0 fois) . En b : Une image a haute 
resolution (grossissement de 80 fois) de a . On note le 
marquage intense des neurones de petit diametre ( f leches ) . 
Des resultats similaires ont aussi ete obtenus avec les 
sondes A f C et D. 

10 - En c : La distribution de 1 1 ARNm du canal 

ASIC dans le cerveau d'un rat adulte analysee par 
hybridation in situ avec 1 ' oligonucleotide antisens C. Des 
resultats identiques ont ete obtenus avec 
1 ' oligonucleotide B. Les couleurs indiquent 1 ' abondance 

15 (rouge : haute expression ; bleu : non detectable) . Les 
abreviations utilisees dans la figure sont les suivantes : 
Cer = Cerebellum ; Hip = Hyppocampe ; OB = Bulbe olfactif 
; Cx = Cortex. 

20 I - Materiels et Methodes . 

1) Clonaae du canal ASIC . 

Les sequences conservees de la famille de 
canaux ioniques ASIC ont ete utilisees pour preparer les 
25 amorces PCR de sequences suivantes : 

TTYCC IGC IRTI AC I I TNTG YAAY , et 
CAIARICCIAIITGNCCNCCDAWRTC . 

Une banque d'ADNc de cerveau de rat 
(Stratagene #936515) a ete hybridee avec le produit de PCR 
30 de 1 kB de cerveau de rat et des clones partiels ont ete 
isoles. L'extremite 5e de l'ADNc (202 bp) a ete isolee par 
PCR apres une ligation adaptee a l'ADNc double brin. 



35 



2) Electrophvsioloaie . 

0,25 ng d'ARNc a ete injecte dans des 
oocytes de Xenopus laevis et les microelectrodes 
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d 1 enregistrement pour le voltage impose et pour le patch- 
clamp ont ete mises en place deux jours apres 1' injection. 
Les solutions de bains pour les enregistrements de patch 
outside-out et les pipettes pour les enregistrements de 

5 patch outside-out et de cellules totales, contenaient : 
140 mM KC1 (ou NMDG) , 2 mM MgCl2, 5 mM EGTA, 10 mM Hepes, 
pH 7,4 (avec KOH) . Les pipettes pour les enregistrements 
de patch outside-out et les solutions de bains pour les 
enregistrements de patch outside-out et de cellules 

10 totales, contenaient : 140 mM NaCl (ou LiCl ou NMDGC1), 
2 mM MgCl2, 1 , 8 mM CaCl2, 10 mM Hepes, pH 7 , 4 (a juste avec 
HC1, NaOH, LiOH ou TMAOH) . Les changements rapides de pH 
depuis le pH initial ont ete obtenus par perfusion avec 
une solution de bain ajustee aux pH indiques dans les 

15 figures. L ' acidification intracellulaire des oocytes a ete 
realisee en injectant 50 nl de la solution interne a pH2 
ou par perfusion et retrait d'un milieu de bain contenant 
20 mM NH4CI. Aucun des courants enregistres n'etait 
contamine par le courant Ca 2+ sensible au Cl~ de 1' oocyte 

20 de Xenopus. Les donnees ont ete echantillonnees a 2 kHz et 
filtrees a 500 Hz pour l'nalyse (Logiciel Biopatch) . 

3) Analyse Nortern Blot. RT-PCR et 

hybridation in situ . 

25 Le Northern blot a ete obtenu aupres de la 

Societe Clontech (Palo Alto, Ca) et contenait environ 2 ug 
d'ARN poly(A+) par ligne. Le blot a ete hybride avec un 
fragment du clone partiel humain (correspondant aux bases 
270 a 764 du clone de rat) marque au 32 P, a 65°C dans 

30 6xSSC. Pour 1 * analyse RT-PCR, 5 ug de 1 ' ARN total de 
cerveau de rat et 3 ug de ganglion de la racine dorsale 
ont ete reverse transcrits et 1/30 de 1 1 echantillon a ete 
amplifie par 30 cycles de PCR avec les amorces de 
sequences ci-dessous : 

35 ATTGCTCTTCCCATCTCTAT, et 

TTCAAGGCCCATACCTAAGT . 
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Les controles negatifs ont ete traites de 
facon identique, a 1' exception de la reverse transcriptase 
qui n'a pas ete ajoutee. Les oligonucleotides antisens 
correspondant aux base 70 a 114 (A) , 215 a 248 (D) , 1821 a 

5 1859 (C) , 1896 a 1940 (D) et 1 ' ADN double brin 
correspondant aux base 1685 a 2672 ont ete utilises pour 
les hybridations in situ. Les sections de cerveau de rat 
adulte ont ete hybridees avec les oligonucleotides B ou C 
dont l'extremite etait marquee au 32 P, pour une nuit a 

10 37°C dans 50% formamide, 2xSSC, puis lavees a temperature 
ambiante dans IxSSC . Le signal a ete aboli par un exces 
500 fois d' oligonucleotides non marques. Les sections de 
ganglion de la racine dorsale ont ete hybridees avec les 
oligonucleotides A, C ou D marques par la 

15 digoxigenine(DIG) -dUTP et avec la sonde E marquee par DIG- 
d-UTP par PCR. Le marquage des sondes, la preparation des 
echantillons, 1 1 hybridation et la visualisation des acides 
nucleiques DIG avec la phosphatase alcaline conjuguee a 
des anticorps anti-DIG ont ete realises conformement aux 

20 protocoles du f ournisseur (Boehringer Mannheim) . 

4) Analyse inf ormatioue . 

L'alignement de sequences et l'arbre 
phylogenetique (substitution Kimura, option UPGMA) ont ete 
25 realises avec le logiciel GCG (Genetics Computer Group, 
Madison WI) . 

II - Resultats. 

30 L'ADNc de 35 kb isole de cerveau de rat code 

pour une proteine de 526 acides amines qui presente, comme 
montre sur la figure 2, des homologies avec tous les 
membres clones de la famille des canaux sodium de 
degenerine sensibles a l'amiloride. 

35 Comme montre sur la figure 5, 1' expression 

de 1'ARNc dans des oocytes de Xenopus a induit un courant 
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entrant active par les protons H+ . Les proprietes 
biophysiques et la pharmacologie du canal ASIC sont 
proches de celles decrites pour les canaux cationiques 
actives par les protons des neurones sensoriels (3, 15, 
5 16) . Une baisse du pH extracellulaire au dessous d'un pH 
de 6,9 active un courant entrant rapidement eleve et 
desensibilise (figure 5 a et b) . Ce canal est active par 
les protons extracellulaires, puisque, comme montre sur la 
figure 5 (c et d) , 1 ' application d'un acide sur la face 
10 extracellulaire de patch outside-out active le canal. 
L ' acidification intracel lulai re d'oocytes et 
1 • acidification de la face intracellulaire de patch 
outside-out n' active pas le canal ASIC ni n'altere le 
courant ASIC induit par les protons extracellulaires. 
15 L ' analyse des courbes I-V de la figure 5 (c 

et e) enregistrees avec differents cations 
extracellulaires montre que Na + est 1 * ion permeable 
majoritaire (canal de conductance simple 14,3 pS) . Comme 
le canal ionique sensible aux protons des neurones 
20 sensoriels (15, 16), le canal ASIC discrimine faiblement 
entre les cations (figure 5 c, e, f) . En effet, le canal 
est aussi permeable a Li + , K + , Ca 2 + et H + , avec des 
rapports pNa+/pLi + = 1,3 (figure 5c, e) , pNa + /pK + = 13 
(figure 5c, e) , pNa + /Ca 2+ = 2,5 (figure 5 e) et pNa + /H + = 
25 0,8 (figure 5 f ) . La permeabilite au Ca 2+ de ASIC pourrait 
etre un chemin d* entree voltage independant de Ca 2 + dans 
la cellule. Un courant entrant de Ca 2+ dans la cellule a 
travers les canaux ASIC peut etre detecte en 1* absence de 
Na + extracellulaire (figure 6a, b) . Comme indique sur la 
30 figure 5 (e) la conductance unitaire pour Ca 2 + etait de 
5,2 pS. En presence de 140 mM de Na + extracellulaire, 
1 ■ augmentation des concentrations en Ca 2+ externe, a 
diminue 1' amplitude du courant active par les protons 
(figure 6c), demontrant ainsi que Ca 2+ inhibe la 
35 permeabilite au Na+ . Un blocage par le Ca 2+ externe est 
caracteristique du I(H + ) des neurones sensoriels (17) .Le 
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courant entrant active par H + dans les neurones sensoriels 
est inhibe par l'amiloride (18) et 
1 'ethylisopropylamiloride (EIPA) (19). Comme montre a la 
figure 6 (d, e) le canal ASIC presente la meme 

5 pharmacologie et est bloque de fagon reversible (Kd = 10 
uM) par l'amiloride et ses derives benzamil et EIPA. 

Par ailleurs, la proteine du canal ASIC 
presente environ 67% d • homologie de sequences avec le 
canal ionique de degenerine denomme "MDEG" (14) ou " BNaCI " 

10 (20). Toutefois, les proprietes electrophysiologiques de 
ces deux clones exprimes dans les oocytes de Xenopus sont 
clairement differentes : 

- Comme montre sur la figure 5a, le canal 
MDEG n'est pas active par les memes changements de pH que 

15 le canal ASIC. 

- La substitution du residu glycine en 
position 430 de MDEG par un acide amine encombrant acide, 
comme la valine ou la phenylalanine active le canal (14), 
tout comme la mutation de 1 1 alanine en position 704 de la 

20 degenerine MEC-4 cause une neurodegerescence chez C. 

elegans (12). Des mutations identiques d'ASIC (glycine en 
position 431 remplacee par la valine ou la phenylalanine) 
n'entrainent pas d'activite et les mutants ne peuvent pas 
etre actives par les protons. 

25 Les canaux cationiques actives par les 

protons ont ete decrits dans les neurones sensoriels mais 
aussi dans les neurones du systeme nerveux central (21) . 
La distribution tissulaire de 1* expression de l'ARNm du 
canal ASIC est en accord avec cette observation. Comme 

30 rapporte dans la figure 7a, un transcrit de 4,3 kb a ete 
detecte dans le cerveau par analyse en Northern blot, et 
les resultats de la RT-PCR rapportes k la figure 7b 
montrent que le ganglion de la racine dorsale exprime 
l'ARNm de ASIC. La figure 8 (a,b) montre que l'ARNm de 

35 ASIC est bien exprime dans les petits neurones du ganglion 
de la racine dorsale, ce qui supporte le fait que ASIC est 
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le canal cationique active par les protons rapidement 
desensibilisant decrit dans les neurones sensoriels 
nociceptifs. Mors que la presence de canaux cationiques 
actives par les protons dans le ganglion de la racine 
dorsale est en accord avec leur fonction de detecteur de 
I'acidite dans la nociception, leur role dans le cerveau 
reste a etablir. Les resultats d' hybridation in situ de la 
figure 8c montrent une expression large et heterogene de 
l'ARNm du canal ASIC. Les niveaux d' expression les plus 
eleves ont ete observes dans le bulbe olfactif principal, 
le cortex cerebral, 1 ' hyppocampe , 1'habenula, le noyau 
amygdaloide basolateral et le cerebellum. L'activite 
synaptique s 1 accompagne de changements du pH 
extracellulaire (22, 23) et les changements localises 
rapides de pH dans ou a proximite de la fente synaptique 
sont sensiblement plus satures et forts que les 
fluctuations macroscopiques du pH rapportees. 

Les canaux cationiques actives par les 
protons sont les seuls canaux ioniques connus qui sont 
directement actives par un changement du pH et il a ete 
envisage que les fluctuations extracellulaires du pH 
jouent un role neuromodulateur (23). L'expression de 
canaux cationiques dans le cerveau supporte en outre 
l'hypothese que les fluctuations de pH ne sont pas 
seulement une activation neuronale par un produit, mais 
davantage un chemin de communication dans le systeme 
nerveux central . 

Outre les canaux cationiques actives par les 
protons rapidement inactives, il a ete rapporte la 
presence dans les neurones sensoriels de canaux 
cationiques actives par les protons presentant des 
cinetiques plus lentes (4, 24). Les canaux cationiques 
actives par les protons forment probablement , comme 
d'autre canaux cationiques actives par un ligand (25, 26), 
une famille de canaux cationiques ou differentes sous- 
unites ou combinaisons de sous-unites constituent les 
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canaux avec diverses proprieties pharmacologiques et 
biophysiques . 

La sensation de l'acidite n'est pas 
uniquement impliquee dans la nociception, mais est aussi 

5 associee a la transduction du gout (2) . Les stimulations 
acides activent les canaux cationiques actives par les 
protons dans les cellules du gout (2, 27) et l'amiloride 
inhibe la perception du gout acide (2). Aussi, les donnees 
tant physiologiques que pharmacologiques indiquent que 

10 ASIC et d'autres membres de cette f ami lie sont impliques 
dans la transduction du gout. 11 est en effet 
particulierement frappant que la meme classe de canaux 
ioniques soit associee a differentes facettes de la 
perception sensorielle : 

15 - Les canaux sodium sensibles a l'amiloride 

sont associes a la transduction du gout sale (2) . 

- Les degenerines de C. elegans sont 
impliquees dans la mecanotransduction et ont ete proposees 
comme formant des canaux ioniques mecanosensibles (28, 

20 29). 

- les canaux ASIC sont impliques dans la 
nociception et dans la transduction du goQt acide. 

Le clonage du canal ASIC permet de disposer 
d'un nouvel outil d ' investigation de ce groupe de canaux 
25 ioniques et de developper des bloquants specifiques 
trouvant leur utilisation notamment comme analgesiques . 
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LISTE DE SEQUENCES . 
NOMBRE DE SEQUENCES : 6 
5 INFORMATION CONCERN ANT T,A SEP TP N O:l 

i) CARACTRERI STIQUE DE LA SEQUENCE : 

A) LONGUEUR : 3562 paires de base 

B) TYPE : acide nucleique 

|() C) NOMBRE DE BRINS : double 
D) CONFIGURATION : lineaire 



15 



25 



ii) TYPE DE MOLECULE : ADN 

vi) ORIGINE : rat 

ix) CARACTERI STIQUE 

A) NOM/CLE : ASIC 

B) LOCALISATION : 123 . . 1700 



20 xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO : 1 : 

CACACACACA CACACACACA CACACACACA CACACACACA CACACAGAAC CTGCGCCTGT 
GCCTGTGCCT GTGCCTGTGC CTGTTTGAGA GCTGGAGACA CAGAAGGATC CCCTTGGCAA 



60 
120 
167 

215 



GG ATG GAA TTG AAG ACC GhG GAG GAG GAG GTG GGT GGT GTC CAG CCG 
Met Glu Leu Lys Thr Glu Glu Glu Glu Val Gly Gly Val Gin Pro 
15 io 15 

30 GTG AGC ATC CAG GCT TTC GCC AGC AGC TCC ACG CTG CAT GGT CTT GCC 
Val Ser lie Gin Ala Phe Ala Ser Ser Ser Thr Leu His Gly Leu Ala 
20 25 30 

CAC ATC TTC TCC TAT GAG CGG CTG TCT CTG AAG CGG GCA CTG TGG GCC 263 
35 His lie Phe Ser Tyr Glu Arg Leu Ser Leu Lys Arg Ala Leu Trp Ala 
35 40 45 

CTG TGC TTC CTG GGT TCG CTG GCC GTC CTG CTG TGT GTG TGC ACT GAG 311 
Leu Cys Phe Leu Gly Ser Leu Ala Val Leu Leu Cys Val Cys Thr Glu 
40 50 55 60 

CGT GTG CAG TAC TAC TTC TGC TAT CAC CAC *GTC ACC AAG CTT GAC GAA 359 
Arg Val Gin Tyr Tyr Phe Cys Tyr His His Val Thr Lys Leu Asp Glu 
65 70 75 

45 GTG GCT GCC TCC CAG CTC ACC TTC CCT GCT GTC ACA CTG TGC AAT CTC 407 
Val Ala Ala Ser Gin Leu Thr Phe Pro Ala Val Thr Leu Cys Asn Leu 
80 85 90 95 

50 AAT GAG TTC CGC TTT AGC CAA GTC TCC AAG AAT GAC CTG TAC CAT GCT 455 
Asn Glu Phe Arg Phe Ser Gin Val Ser Lys Asn Asp Leu Tyr His Ala 
100 105 HO 

GGG GAG CTG CTG GCC CTG CTC AAC AAC AGG TAT GAG ATC CCG GAC ACA 503 
55 Gly Glu Leu Leu Ala Leu Leu Asn Asn Arg Tyr Glu lie Pro Asp Thr 
115 120 125 
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CAG ATG GCT GAT GAA AAG CAG CTA GAG ATA TTG CAG GAC AAG GCC AAC 551 

Gin Met Ala Asp Glu Lys Gin Leu Glu lie Leu Gin Asp Lys Ala Asn 
130 135 140 

5 TTC CGG AGC TTC AAG CCC AAG CCC TTC AAC ATG CGT GAA TTC TAC GAC 599 

Phe Arg Ser Phe Lys Pro Lys Pro Phe Asn Met Arg Glu Phe Tyr Asp 
145 150 155 

AGA GCG GGG CAC GAT ATT CGA GAC ATG CTG CTC TCG TGC CAC TTC CGT 647 

0 Arg Ala Gly His Asp lie Arg Asp Met Leu Leu Ser Cys His Phe Arg 
160 165 170 175 

GGG GAG GCC TGC AGC GCT GAA GAT TTC AAA GTG GTC TTC ACT CGG TAT 695 

Gly Glu Ala Cys Ser Ala Glu Asp Phe Lys Val Val Phe Thr Arg Tyr 
5 180 185 190 

GGG AAG TGT TAC AC A TTC AAC TCG GGC CAA GAT GGG CGG CCA CGG CTG 743 

Gly Lys Cys Tyr Thr Phe Asn Ser Gly Gin Asp Gly Arg Pro Arg Leu 

195 200 205 



'0 



40 



AAG ACC ATG AAA GGT GGG ACT GGC AAT GGC CTG GAG ATC ATG CTG GAC 791 
Lys Thr Met Lys Gly Gly Thr Gly Asn Gly Leu Glu He Met Leu Asp 
210 215 220 



5 ATT CAG CAA GAT GAA TAT TTG CCT GTG TGG GGA GAG ACC GAC GAG AC A 839 
He Gin Gin Asp Glu Tyr Leu Pro Val Trp Gly Glu Thr Asp Glu Thr 
225 * 230 235 

TCC TTC GAA GCA GGC ATC AAA GTG CAG ATC CAC AGT CAG GAT GAA CCC 887 
0 Ser Phe Glu Ala Gly He Lys Val Gin He His Ser Gin Asp Glu Pro 
240 245 250 255 

CCT TTC ATC GAC CAG CTG GGC TTT GGT GTG GCT CCA GGT TTC CAG ACG 935 

Pro Phe lie Asp Gin Leu Gly Phe Gly Val Ala Pro Gly Phe Gin Thr 
15 260 265 270 

TTT GTG TCT TGC CAG GAG CAG AGG CTC ATC TAC CTG CCC TCA CCC TGG 983 
Phe Val Ser Cys Gin Glu Gin Arg Leu He Tyr Leu Pro Ser Pro Trp 
275 280 285 



GGC ACC TGC AAT GCT GTT ACC ATG GAC TCG GAT TTC TTC GAC TCC TAC 1031 
Gly Thr Cys Asn Ala Val Thr Met Asp Ser Asp Phe Phe Asp Ser Tyr 
290 295 . 300 



45 AGC ATC ACT GCC TGC CGG ATT GAT TGC GAG ACG CGT TAC CTG GTG GAG 1079 
Ser He Thr Ala Cys Arg lie Asp Cys Glu Thr Arg Tyr Leu Val Glu 
305 310 315 

AAC TGC AAC TGC CGT ATG GTG CAC ATG CCA GGG GAC GCC CCA TAC TGC 1127 
50 Asn Cys Asn Cys Arg Met Val His Met Pro Gly Asp Ala Pro Tyr Cys 
320 325 330 335 

ACT CCA GAG CAG TAC AAG GAG TGT GCA GAT CCT GCC CTG GAC TTC CTA 1175 
Thr Pro Glu Gin Tyr Lys Glu Cys Ala Asp Pro Ala Leu Asp Phe Leu 
55 340 345 350 

GTG GAG AAA GAC CAG GAA TAC TGC GTG TGT GAG ATG CCT TGC AAC CTG 1223 
Val Glu Lys Asp Gin Glu Tyr Cys Val Cys Glu Met Pro Cys Asn Leu 
355 360 365 
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10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



ACC CGC TAC GGC AAG GAG CTG TCC ATG GTC AAG 
Thr Arg Tyr Gly Lys Glu Leu Ser Met Val Lys 
370 375 

TCC GCC AAG TAC CTG GCC AAG AAG TTC AAC AAA 
Ser Ala Lys Tyr Leu Ala Lys Lys Phe Asn Lys 
385 390 

GGG GAG AAC ATT CTG GTG CTG GAC ATT TTC TTT 
Gly Glu Asn He Leu Val Leu Asp He Phe Phe 
400 405 410 

GAG ACC ATC GAG CAG AAA AAG GCC TAT GAG ATC 
Glu Thr He Glu Gin Lys Lys Ala Tyr Glu He 
420 425 

GAC ATC GGG GGC CAG ATG GGG TTG TTC ATC GGT 
Asp He Gly Gly Gin Met Gly Leu Phe He Gly 
435 440 

GTG CTG GAA CTC TTT GAC TAT GCC TAC GAG GTC 
Val Leu Glu Leu Phe Asp Tyr Ala Tyr Glu Val 
450 455 

TGC AGA CGT GGA AAG TGC CAG AAG GAG GCT AAG 
Cys Arg Arg Gly Lys Cys Gin Lys Glu Ala Lys 
465 470 

AAG GGC GTG GCG CTC AGC CTG GAT GAC GTC AAA 
Lys Gly Val Ala Leu Ser Leu Asp Asp Val Lys 
480 485 490 

GAG AGC CTC CGA GGA CAT CCT GCC GGG ATG ACG 

Glu Ser Leu Arg Gly His Pro Ala Gly Met Thr 
500 505 

CTA CCT CAC CAT CCC GCT CGA GGC ACG TTT GAG 
Leu Pro His His Pro Ala Arg Gly Thr Phe Glu 
515 • 520 



ATC CCA AGC AAA GCC 
He Pro Ser Lys Ala 
380 

TCG GAG CAG TAC ATA 
Ser Glu Gin Tyr He 
395 

GAA GTC CTC AAC TAT 
Glu Val Leu Asn Tyr 
415 

GCA GGG CTG TTG GGT 
Ala Gly Leu Leu Gly 
430 

GCC AGC ATC CTC ACC 
Ala Ser He Leu Thr 
445 

ATT AAG CAC AGG CTG 
He Lys His Arg Leu 
460 

AGG AGC AGC GCA GAC 
Arg Ser Ser Ala Asp 
475 

AGA CAC AAT CCC TGC 
Arg His Asn Pro Cys 
495 

TAC GCT GCC AAC ATC 

Tyr Ala Ala Asn He 
510 

GAC TTT ACC TGC TAA 
Asp Phe Thr Cys * 
526 



GCCCTCGCAG GCCGCTGTAC CAAAGGCCTA GGTGGGGAGG 

CCAACTGCCC CCAGCTACCC TGTGGACTTA ACTGCATTCC 

TCTGTGGTGA GAAAGGAGTC TTGACCATAG AGTCCTCTCC 

TATTTTAATT TAATCACATT TGCTCTGTAA TATTGCTTGA 

CCCCAGTTCT TTTATTGTTG AGAATAGTTT TCTCTATTCT 
TGAATCTGCA AATTGCTCTT CCCATCTCTA TGAAGAATTG 

TTGTATTGAA TCTGTAGATT GCCTTTGGTA AGATGGCCAT 

CAATTCATGA GCAAGGGAGA TCTTTCTATC TCTGAAATCT 

AG AC TTG AAG TTC TTG TC AT AAAAATCTTT TTGGTTAGAG 

TTGTTTGTGA CTATTGTGAA TGGTGTCATT TCCCTAATTT 



GCTGGGGGAG CAAGGGGCCC 

TGGTCAGTGG TTCCCTCTTG 

CAGCCTCTAT CCCATCTTTT 

GGCTGGGGAT CGTGATTTCC 

GGGTTTTCTG TTATTTCAAA 
CGTTGGAATT TTGATGGGGA 

TTTTACTATG TTAATCCTGC 

ACTTCAGTTT CTTTCTTCAG 

CCACACCAAG GTATTTTATA 

CCTTCTCAGC CTACTTATCC 



1271 

1319 

1367 

1415 

1463 

1511 

1559 

160/ 

1655 

1703 

1763 

1823 

1943 

2003 

2063 
2123 

2183 

2243 

2303 

2363 
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20 



TTTGAGTAGA GGAAGGCTTC TGATTTGTTT GGGTTAATTT TATACCCAGC TGCTTTGCTA 2423 

AAGTTCTTTA TCAGGTTTAG GTGTTCTCTG GTGGAACTTT TGGGGTCACG TAAGAATACT 24 83 

ATTATATCAT CTGCAAATAG TGATATTTCA CTTCTTCCTT TCCAATTTCT ATCCCTCTGG 2543 

GGACTTTTTG TTGTCTAATT GCTCTGGCTA GGACTTCAAA TTCTATATTG AATAGATAGG 2603 

GAGAGAGTGG GCAGCCTTGT CTAGTTCCTG GTTTTCGTGG GATCGCTTCA AATTTCTCTC 2663 

CATTTAGTTT GATATTGGCT ACTGGTTTGC TGTATATGGC TTTTACTGTA CTTAGGTATG 2723 

GGCCTTGAAT TCCTGATATT TCCAAGACTT TTAACATGAA GGGGTTTTGA AATTTGCCAA 27 83 

15 ATGCTTTCTC AGCATCTAAT GAGATGATCA TGTGCCCTCC CCCCACCTTG AGTTTGTTTA 2843 

TATAGTGGGT TACATGAAAG GATCATTTCT AATAGTCCAC AAGTCTGCCA AATCTTGCTG 2903 

ATTGTGACTC ATTTCCATAG CAGGCTCTAT AACTTCTCTA ACAGATTGCA TTAAACTCTG 2963 

CTTGGGGAAG GCATTACCTC TTGGTTGAAG CAATGTTGTA GTTTCTATGC CTGCTGAGTA 3 023 

AATAGCCTCA AGTCCAAGTA CTTGCCCAGA CTAATGATCA AACGTATCCA GGAGTTCCAT 3083 

25 ACCAGAGATG TACTCTTCTC TCCTTTGAAG TACATTGCTG GAAGAGTAAT TGTGTTTGCT 3143 

AG AG AT AC TC CTTCGAACTG CAAAAGAAAT CTCTTGGCTA AGCATATAAT CAAGCCTCAG 3203 

GTTTTCTTTT TATTAAATAG CTGCTTGTAA GAAAGTGGAC ACTAAGCATA TACCTCAAAG 3263 

GGAGACAGAA TGACTCTGTG CCTTCACTGA TGGAAGTCTG GGTTACAAAT TACATCAGAA 3323 

GAACCTATCA TAGTGAAACA TCTCATTCCC CTGGTATAAT CCCTTCTAGA AATACACTTG 3383 

35 TGACTCTGAA ATGTTATAAT CGTGACAACT AGGCTGTTAC AGATACACCA AGTTAAATTT 3443 

GATAGAGAAA CCAGGCTTGG AGCCTCATGT CCATAGGGCA AGAGGAAGAT GCTGAGTGTT 3 503 

TAAGGTTGGT TTGAGCGAAG AACAATACCT TGTGTCACAA AAATGAAAGG AAAAAAGAAA 3 563 

AAAGGAAAGA AGGAAAGAAA GAGAGAGAAA GAAAAAGAAA GAAAGAAAAA AAAAAAAAA 3562 



30 



40 
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INFORMATION CONCERNAMT LA SEP ID NO: 2 

i) CARACTRERI STIQUE DE LA SEQUENCE : 
A) LONGUEUR : 1620 paires de base 

5 B) TYPE : acide nucleique 

C) NOMBRE DE BRINS : double 

D) CONFIGURATION : lineaire 

ii) TYPE DE MOLECULE : ADN 
10 vi) ORIGINE : homme 

ix) CARACTER I STIQUE 

A) NOM/CLE : ASIC 

B) LOCALISATION : 1 - . 1542 



15 



xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 2 



CCG GTG AGC ATC CAG GCC TTC GCC AGC AGC TCC AC A CTG CAC GGC ATG 4 8 

Pro Val Ser lie Gin Ala Phe Ala Ser Ser Ser Thr Leu His Gly Met 
20 1 5 10 15 

GCC CAC ATC TTC TCC TAC GAG CGG CTG TCT CTG AAG CGG GCA CTG TGG 9 6 

Ala His lie Phe Ser Tyr Glu Arg Leu Ser Leu Lys Arg Ala Leu Trp 

20 25 30 

25 

GCC CTG TGC TTC CTG GGC TCG CTG GCT GTG CTG CTG TGT GTG TGC ACG 144 

Ala Leu Cys Phe Leu Gly Ser Leu Ala Val Leu Leu Cys Val Cys Thr 
35 40 45 

30 GAG CGT GTG CAG TAC TAC TTC CAC TAc CAC CAT GTC ACC AAG CTC GAC 192 
Glu Arg Val Gin Tyr Tyr Phe His Tyr His His Val Thr Lys Leu Asp 
50 55 60 

GAG GTG GCT GCC TCT CAG CTT ACC TTC CCT GCT GTC ACG CTG TGC AAC 240 
35 Glu Val Ala Ala Ser Gin Leu Thr Phe Pro Ala Val Thr Leu Cys Asn 
65 70 75 80 

CTC AAC GAG TTC CGC TTT AGC CAA GTC TCC AAG AAT GAC CTG TAT CAT 288 
Leu Asn Glu Phe Arg Phe Ser Gin Val Ser Lys Asn Asp Leu Tyr His 
40 85 * 90 95 

GCT GGG GAG CTG CTG GCC CTG CTC AAC AAG AGG TAT GAG ATA CCA GAC • 336 
Ala Gly Glu Leu Leu Ala Leu Leu Asn Asn Arg Tyr Glu He Pro Asp 
100 105 HO 

ACA CAG ATG GCA GAT GAA AAG CAG CTG GAG ATA CTG CAG GAC AAA GCC 384 
Thr Gin Met Ala Asp Glu Lys Gin Leu Glu He Leu Gin Asp Lys Ala 
115 120 125 

50 AAC TTC CGC AGC TTC AAA CCC AAA CCC TTC AAC ATG CGT GAG TTC TAC 432 
Asn Phe Arg Ser Phe Lys Pro Lys Pro Phe Asn Met Arg Glu Phe .Tyr 
130 135 140 

GAC CGA GCT GGG CAC GAC ATT CGA GAC ATG CTG CTC TCC TGC CAC TTC 480 
55 Asp Arg Ala Gly His Asp He Arg Asp Met Leu Leu Ser Cys His Phe 
145 150 155 160 
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CGG GGG GAG GTC TGC AGC GCT GAA GAC TTC AAG GTG GTC TTC AC A CGC 528 
Arg Gly Glu Val Cys Ser Ala Glu Asp Phe Lys Val Val Phe Thr Arg 
165 170 175 

5 TAT GGA AAG TGC TAC ACG TTC AAC TCG GGC CGA AAT GGG CGG CCG CGG 576 
Tyr Gly Lys Cys Tyr Thr Phe Asn Ser Gly Arg Asn Gly Arg Pro Arg 
180 185 190 

CTG AAG ACC ATG AAG GGT GGG ACG GGC AAT GGG CTG GAA ATC ATG CTG .624 
10 Leu Lys Thr Met Lys Gly Gly Thr Gly Asn Gly Leu Glu lie Met Leu 
195 200 205 

GAC ATC CAG CAG GAC GAG TAC CTG CCT GTG TGG GGG GAG ACT GAC GAG 672 
Asp lie Gin Gin Asp Glu Tyr Leu Pro Val Trp Gly Glu Thr Asp Glu 
15 210 215 220 

ACG TCT TTC GAA GCA GGC ATC AAA GTG CAG ATC CAT AGT CAG GAT GAA 720 

Thr Ser Phe Glu Ala Gly lie Lys Val Gin lie His Ser Gin Asp Glu 

225 230 235 240 

20 

CCT CCT TTC ATC GAC CAG CTG GGC TTT GGC GTG GCC CCA GGC TTC CAG 768 

Pro Pro Phe He Asp Gin Leu Gly Phe Gly Val Ala Pro Gly Phe Gin 

245 250 255 

25 ACC TTT GTG GCC TGC CAG GAG CAG CGG CTC ATA TAC CTG CCC CCA CCC 816 
Thr Phe Val Ala Cys Gin Glu Gin Arg Leu He Tyr Leu Pro Pro Pro 
260 265 270 

TGG GGC ACC TGC AAA GCT GTT ACC ATG GAC TCG GAT TTG GAT TTC TTC 864 
30 Trp Gly Thr Cys Lys Ala Val Thr Met Asp Ser Asp Leu Asp Phe Phe 
275 280 285 

GAC TCC TAC AGC ATC ACT GCC TGC CGC ATC GAC TGT GAG ACG CGC TAC 912 

Asp Ser Tyr Ser He Thr Ala Cys Arg He Asp Cys Glu Thr Arg Tyr 
35 290 295 300 

CTG GTG GAG AAC TGC AAC TGC CGC ATG GTG CAC ATG CCA GGG GAT GCC 960 
Leu Val Glu Asn Cys Asn Cys Arg Met Val His Met Pro Gly Asp Ala 
305 310 315 320 



40 



CCA TAC TGT ACT CCA GAG CAG TAC AAG GAG TGT GCA GAT CCT GCT CTG 1008 
Pro Tyr Cys Thr Pro Glu Gin Tyr Lys Glu Cys Ala Asp Pro Ala Leu 
325 330 335 



45 GAC TTC CTG GTG GAG AAG GAC CAG GAG TAC TGC GTG TGT GAA ATG CCT 1056 
Asp Phe Leu Val Glu Lys Asp Gin Glu Tyr Cys Val Cys Glu Met Pro 
340 345 350 

TGC AAC CTG ACC CGC TAT GGC AAA GAG CTG TCC ATG GTC AAG ATC CCC 1104 
50 Cys Asn Leu Thr Arg Tyr Gly Lys Glu Leu Ser Met Val Lys He Pro 
355 360 365 

AGC AAA GCC TCA GCC AAG TAC CTG GCC AAG AAG TTC AAC AAA TCT GAG 1152 
Ser Lys Ala Ser Ala Lys Tyr Leu Ala Lys Lys Phe Asn Lys Ser Glu 
55 370 375 380 

CAA TAC ATA GGG GAG AAC ATC CTG GTG CTG GAC ATT TTC TTT GAA GTC 1200 
Gin Tyr He Gly Glu Asn He Leu Val Leu Asp He Phe Phe Glu Val 
385 390 395 400 
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CTC AAC TAT GAG ACC ATT GAA CAG AAG AAG GCC TAT GAG ATT GCA GGG 1248 
Leu Asn Tyr Glu Thr lie Glu Gin Lys Lys Ala Tyr Glu lie Ala Gly 
405 410 415 

5 CTC CTG GGT GAC ATC GGG GGC CAG ATG GGG CTG TTC ATC GGG GCC AGC 1296 
Leu Leu Gly Asp He Gly Gly Gin Met Gly Leu Phe He Gly Ala Ser 
420 425 430 

ATC CTC ACG GTG CTG GAG CTC TTT GAC TAC GCC TAG GGG GTC ATT AAG 13 44 

10 He Leu Thr Val Leu Glu Leu Phe Asp Tyr Ala Tyr Gly Val He Lys 
435 440 445 

CAC AAG CTG TGC CGA CGA GGA AAA TGC CAG AAG GAG GCC AAA AGG AGC 1392 
His Lys Leu Cys Arg Arg Gly Lys Cys Gin Lys Glu Ala Lys Arg Ser 
15 450 455 460 

AGT GCG GAC AAG GGC GTG GCC CTC AGC CTG GAC GAC GTC AAA AGA CAC 1440 

Ser Ala Asp Lys Gly Val Ala Leu Ser Leu Asp Asp Val Lys Arg His 
465 470 475 480 

20 

AAC CCG TGC GAG AGC CTT CGG GGC CAC CCT GCC GGG ATG ACA TAC GCT 14 88 

Asn Pro Cys Glu Ser Leu Arg Gly His Pro Ala Gly Met Thr Tyr Ala 
485 490 495 

25 GCC AAC ATC GTA CCT CAC CAT CCG GCC CGA GGC ACG TTC GAG GAC TTT 1536 
Ala Asn He Val Pro His His Pro Ala Arg Gly Thr Phe Glu Asp Phe 
500 505 510 

ACC TGC TGA GCCCCGCAGG CCGCCGAACC AAAGACCTAG ATGGGGAGGA CTAGGAGAGC 1595 
30 Thr Cys * 
514 



GAGGGGGCCC CCAGCTGCCT CCTAA 



1620 



35 
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INFORMATION CONCERN ANT LA SEP ID NO: 3 : 

i) CARACTRERISTIQUE DE LA SEQUENCE : 
A) LONGUEUR : 1666 paires de base 

5 B) TYPE : acide nucleique 

C) NOMBRE DE BR INS : double 

D) CONFIGURATION : lineaire 

ii) TYPE DE MOLECULE : ADN 
10 vi) ORIGINE : homme 

ix) CARACTERISTIQUE 

A) NOM/CLE : MDEG 

B) LOCALISATION : 127 . . 1663 

15 

xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 3 : 

TCTGGCGCGA TGCTTACCTT GCGTTCTCTC CCCTGAACGT CAAGGTTTAA GCAGAGCCCG 60 

20 AGGACTGGGA GCTCTTCTCT GAAATTCGAT CAACCTGAAG CCAGTTGCGG AACTGCACGG 120 

GGTCCCG ATG GAC CTC AAG GAA AGC CCC AGT GAG GGC AGC CTG CAA CCT 169 
Met Asp Leu Lys Glu Ser Pro Ser Glu Gly Ser Leu Gin Pro 
1 5 10 

TCT AGC ATC CAG ATC TTT GCC AAC ACC TCC ACC CTC CAT GGC ATC CGC 217 
Ser Ser lie Gin lie Phe Ala Asn Thr Ser Thr Leu His Gly lie Arg 
15 20 25 30 



25 



30 CAC ATC TTC GTG TAT GGG CCG CTG ACC ATC CGG CGT GTG CTG TGG GCA 265 
His He Phe Val Tyr Gly Pro Leu Thr He Arg Arg Val Leu Trp Ala 
35 40 45 

GTG GCC TTC GTG GGC TCT CTG GGC CTG CTG CTG GTG GAG AGC TCT GAG 313 
35 Val Ala Phe Val Gly Ser Leu Gly Leu Leu Leu Val Glu Ser Ser Glu 
50 55 60 

AGG GTG TCC TAC TAC TTC TCC TAC CAG CAT GTC ACT AAG GTG GAC GAA 361 
Arg Val Ser Tyr Tyr Phe Ser Tyr Gin His Val Thr Lys Val Asp Glu 
40 65 70 75 

GTG GTG GCT CAA AGC CTG GTC TTC CCA GCT GTG ACC CTC TGT AAC CTC 409 
Val Val Ala Gin Ser Leu Val Phe Pro Ala Val Thr Leu Cys Asn Leu 
80 85 90 



45 



AAT GGC TTC CGG TTC TCC AGG CTC ACC ACC AAC GAC CTG TAC CAT GCT 4 57 

Asn Gly Phe Arg Phe Ser Arg Leu Thr Thr Asn Asp Leu Tyr His Ala 
95 100 105 110 



50 GGG GAG CTG CTG GCC CTG CTG GAT GTC AAC CTG CAG ATC CCG GAC CCC 505 
Gly Glu Leu Leu Ala Leu Leu Asp Val Asn Leu Gin He Pro Asp Pro 
115 120 125 

CAT CTG GCT GAC CCC TCC GTG CTG GAG GCC CTG CGG CAG AAG GCC AAC 553 
55 His Leu Ala Asp Pro Ser Val Leu Glu Ala Leu Arg Gin Lys Ala Asn 
130 135 140 
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TTC AAG CAC TAC AAA CCC AAG CAG TTC AGC ATG CTG GAG TTC CTG CAC 
Phe Lys His Tyr Lys Pro Lys Gin Phe Ser Met Leu Glu Phe Leu His 
145 150 155 



601 



5 CGT GTG GGC CAT GAC CTG AAG GAT ATG ATG CTC TAC TGC AAG TTC AAA 649 
Arg Val Gly His Asp Leu Lys Asp Met Met Leu Tyr Cys Lys Phe Lys 
160 165 170 

GGG CAG GAG TGC GGC CAC CAA GAC TTC ACC ACA GTG TTT ACA AAA TAT 697 
10 Gly Gin Glu Cys Gly His Gin Asp Phe Thr Thr Val Phe Thr Lys Tyr 
175 180 185 190 

GGG AAG TGT TAC ATG TTT AAC TCA GGC GAG GAT GGC AAA CCT CTG CTC 745 
Gly Lys Cys Tyr Met Phe Asn Ser Gly Glu Asp Gly Lys Pro Leu Leu 
15 195 200 205 

ACC ACG GTC AAG GGG GGG ACA GGC AAC GGG CTG GAG ATC ATG CTG GAC 793 
Thr Thr Val Lys Gly Gly Thr Gly Asn Gly Leu Glu lie Met Leu Asp 
210 215 220 



20 



40 



ATT CAG CAG GAT GAG TAC CTG CCC ATC TGG GGA GAG ACA GAG GAA ACG 841 
He Gin Gin Asp Glu Tyr Leu Pro He Trp Gly Glu Thr Glu Glu Thr 
225 230 235 



25 ACA TTT GAA GCA GGA GTG AAA GTT CAG ATC CAC AGT CAG TCT GAG CCA 889 
Thr Phe Glu Ala Gly Val Lys Val Gin He His Ser Gin Ser Glu Pro 
240 245 250 

CCT TTC ATC CAA GAG CTG GGC TTT GGG GTG GCT CCA GGG TTC CAG ACC 937 
30 Pro Phe He Gin Glu Leu Gly Phe Gly Val Ala Pro Gly Phe Gin Thr 
255 260 265 270 

TTT GTG GCC ACA CAG GAG CAG AGG CTC ACA TAC CTG CCC CCA CCG TGG 985 

Phe Val Ala Thr Gin Glu Gin Arg Leu Thr Tyr Leu Pro Pro Pro Trp 
35 275 280 285 

GGT GAG TGC CGA TCC TCA GAG ATG GGC CTC GAC TTT TTT CCT GTT TAC 1033 
Gly Glu Cys Arg Ser Ser Glu Met Gly Leu Asp Phe Phe Pro Val Tyr 
290 295 300 



AGC ATC ACC GCC TGT AGG ATT GAC TGT GAG ACC CGC TAC ATT GTG GAA 1081 
Ser He Thr Ala Cys Arg He Asp Cys Glu Thr Arg Tyr He Val Glu 
305 310 . 315 



45 AAC TGC AAC TGC CGC ATG GTT CAC ATG CCA GGG GAT GCC CCT TTT TGT 1129 
Asn Cys Asn Cys Arg Met Val His Met Pro Gly Asp Ala Pro Phe Cys 
320 325 330 

ACC CCT GAG CAG CAC AAG GAG TGT GCA GAG CCT GCC CTA GGT CTG TTG 1177 
50 Thr Pro Glu Gin His Lys Glu Cys Ala Glu Pro Ala Leu Gly Leu Leu 
335 340 345 350 

GCG GAA AAG GAC AGC AAT TAC TGT CTC TGC AGG ACA CCC TGC AAC "CTA 1225 
Ala Glu Lys Asp Ser Asn Tyr Cys Leu Cys Arg Thr Pro Cys Asn Leu 
55 355 360 365 

ACC CGC TAC AAC AAA GAG CTC TCC ATG GTG AAG ATC CCC AGC AAG ACA 1273 
Thr Arg Tyr Asn Lys Glu Leu Ser Met Val Lys He Pro Ser Lys Thr 
370 375 380 
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TCA GCC AAG TAC CTT GAG AAG AAA TIT AAC AAA TCA GAA AAA TAT ATC 1321 
Ser Ala Lys Tyr Leu Glu Lys Lys Phe Asn Lys Ser Glu Lys Tyr lie 
385 390 39B 

5 TCA GAG AAC ATC CTT GTT CTG GAT ATA TTT TTT GAA GCT CTC AAT TAT 1369 
Ser Glu Asn He Leu Val Leu Asp He Phe Phe Glu Ala Leu Asn Tyr 
400 405 410 

GAG ACA ATT GAA CAG AAG AAG GCG TAT GAA GTT GCT GCC TTA CTT GGT 1417 
10 Glu Thr He Glu Gin Lys Lys Ala Tyr Glu Val Ala Ala Leu Leu Gly 
415 420 425 430 

GAT ATT GGT GGT CAG ATG GGA TTG TTC ATT GGT GCT AGT ATC CTT ACA 1465 
Asp He Gly Gly Gin Met Gly Leu Phe He Gly Ala Ser He Leu Thr 
15 435 440 445 

ATA CTA GAG CTC TTT GAT TAT ATT TAT GAG CTG ATC AAA GAG AAG CTA 1513 
He Leu Glu Leu Phe Asp Tyr lie Tyr Glu Leu He Lys Glu Lys Leu 
450 455 460 



20 



TTA GAC CTG CTT GGC AAA GAG GAG GAT GAA GGG AGC CAC GAT GAG AAT 1561 
Leu Asp Leu Leu Gly Lys Glu Glu Asp Glu Gly Ser His Asp Glu Asn 
465 470 475 



25 GTG AGT ACT TGT GAC ACA ATG CCA AAC CAC TCT GAA ACC ATC AGT CAC 1609 
Val Ser Thr Cys Asp Thr Met Pro Asn His Ser Glu Thr He Ser His 
480 485 490 

ACT GTG AAC GTG CCC CTG CAG ACG ACC CTG GGG ACC CTG GAA GAA ATA 1657 
30 Thr Val Asn Val Pro Leu Gin Thr Thr Leu Gly Thr Leu Glu Glu lie 
495 500 505 510 



GCC TGC TGA 
Ala Cys * 
35 512 



1666 
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INFORMATION CONCERNANT LA SEP ID NO: 4 : 

i) CARACTRER I STIQUE DE LA SEQUENCE : 

A) LONGUEUR : 3647 paires de base 

5 B) TYPE : acide nucleique 

C) NOMBRE DE BRINS : double 

D) CONFIGURATION : lineaire 



ii) TYPE DE MOLECULE : ADN 
10 vi) ORIGINE : rat 



ix) CARACTERI STIQUE 

A) NOM/CLE : ASIC1B 

B) LOCALISATION : 109 . . 1785 

15 

xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 4 : 



CTGCCACAGA GGCTCTGGTG AGGAAGGACA GACAGCTGGA CCGGCGCAGA CCTAGCCGAA 60 

20 GTCCAACCTC CGTCCCTTCT GGTGGCTTCT TCCTGTCTCC TGAACAAG ATG CCC ATC 117 

Met Pro He 
1 3 



CAG ATC TTT TGT TCT GTG TCA TTC TCC TCT GGA GAG GAG GCC CCG GGA 165 

25 Gin He Phe Cys Ser Val Ser Phe Ser Ser Gly Glu Glu Ala Pro Gly 
5 10 15 

TCC ATG GCA GAT ATC TGG GGT CCC CAC CAC CAC CGG CAG CAG CAG GAC 213 

Ser Met Ala Asp He Trp Gly Pro His His His Arg Gin Gin Gin Asp 

30 20 25 30 35 

AGC TCA GAA TCG GAA GAA GAG GAA GAG AAG GAA ATG GAG GCA GGG TCG 261 

Ser Ser Glu Ser Glu Glu Glu Glu Glu Lys Glu Met Glu Ala Gly Ser 
40 45 50 



35 



GAG TTG GAT GAG GGT GAT GAC TCA CCT AGG GAC TTG GTG GCC TTC GCC 309 
Glu Leu Asp Glu Gly Asp Asp Ser Pro Arg Asp Leu Val Ala Phe Ala 
55 60 65. 



40 AAC AGC TGT ACC TTC CAT GGT GCC AGC CAT GTG TTT GTG GAA GGG GGC 357 
Asn Ser Cys Thr Phe His Gly Ala Ser His Val Phe Val Glu Gly Gly 
70 75 80 

CCA GGG CCA AGG CAG GCC TTA TGG GCA GTG GCC TTT GTC ATA GCA CTG 405 
45 Pro Gly Pro Arg Gin Ala Leu Trp Ala Val Ala Phe Val He Ala Leu 
85 90 95 

GGT GCC TTC CTG TGC CAG GTA GGG GAC CGC GTT GCT TAT TAC CTC AGC 453 
Gly Ala Phe Leu Cys Gin Val Gly Asp Arg Val Ala Tyr Tyr Leu Ser 
50 100 105 110 H5 

TAC CCA CAC GTG ACT TTG CTA GAC GAA GTG GCC ACC ACG GAG CTG GTC 501 

Tyr Pro His Val Thr Leu Leu Asp Glu Val Ala Thr Thr Glu Leu Val 

120 125 130 

55 
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TTC CCA GCT GTC ACC TTC TGC AAC ACC AAT GCC GTG CGG TTG TCC CAG 549 
Phe Pro Ala Val Thr Phe Cys Asn Thr Asn Ala Val Arg Leu Ser Gin 
135 140. 145 

5 CTC AGC TAC CCT GAC TTG CTC TAC CTG GCC CCC ATG CTA GGA CTG GAT 597 
Leu Ser Tyr Pro Asp Leu Leu Tyr Leu Ala Pro Met Leu Gly Leu Asp 
150 155 160 

GAG AGT GAT GAC CCC GGG GTG CCC CTT GCT CCT CCT GGC CCA GAG GCT 645 
10 Glu Ser Asp Asp Pro Gly Val Pro Leu Ala Pro Pro Gly Pro Glu Ala 
165 * 170 175 

TTC TCC GGG GAG CCT TTT AAC CTC CAT CGT TTC TAT AAT CGC TCT TGC 693 
Phe Ser Gly Glu Pro Phe Asn Leu His Arg Phe Tyr Asn Arg Ser Cys 
15 180 " 185 190 195 

CAC CGG CTG GAG GAC ATG CTG CTC TAT TGT TCC TAC TGT GGG GGC CCC 741 
His Arg Leu Glu Asp Met Leu Leu Tyr Cys Ser Tyr Cys Gly Gly Pro 
200 205 ' 210 



20 



40 



TGT GGT CCC CAC AAC TTC TCA GTG GTC TTC ACT CGG TAT GGG AAG TGT 7 89 

Cys Gly Pro His Asn Phe Ser Val Val Phe Thr Arg Tyr Gly Lys Cys 
215 220 225 



25 TAC AC A TTC AAC TCG GGC CAA GAT GGG CGG CCA CGG CTG AAG ACC ATG 837 
Tyr Thr Phe Asn Ser Gly Gin Asp Gly Arg Pro Arg Leu Lys Thr Met 
230 235 240 

AAA GGT GGG ACT GGC AAT GGC CTG GAG ATC ATG CTG GAC ATT CAG CAA 885 
30 Lys Gly Gly Thr Gly Asn Gly Leu Glu He Met Leu Asp He Gin Gin 
245 250 255 

GAT GAA TAT TTG CCT GTG TGG GGA GAG ACC GAC GAG ACA TCC TTC GAA 933 
Asp Glu Tyr Leu Pro Val Trp Gly Glu Thr Asp Glu Thr Ser Phe Glu 
35 260 265 270 275 

GCA GGC ATC AAA GTG CAG ATC CAC AGT CAG GAT GAA CCC CCT TTC ATC 981 
Ala Gly He Lys Val Gin He His Ser Gin Asp Glu Pro Pro Phe lie 
280 285 290 



GAC CAG CTG GGC TTT GGT GTG GCT CCA GGT TTC CAG ACG TTT GTG TCT 1029 
Asp Gin Leu Gly Phe Gly Val Ala Pro Gly Phe Gin Thr Phe Val Ser 
295 300 305 



45 TGC CAG GAG CAG AGG CTC ATC TAC CTG CCC TCA CCC TGG GGC ACC TGC 1077 
Cys Gin Glu Gin Arg Leu He Tyr Leu Pro Ser Pro Trp Gly Thr Cys 
310 315 320 

AAT GCT GTT ACC ATG GAC TCG GAT TTC TTC GAC TCC TAC AGC ATC ACT 1125 
50 Asn Ala Val Thr Met Asp Ser Asp Phe Phe Asp Ser Tyr Ser He Thr 
325 330 335 

GCC TGC CGG ATT GAT TGC GAG ACG CGT TAC CTG GTG GAG AAC TGC AAC 1173 
Ala Cys Arg He Asp Cys Glu Thr Arg Tyr Leu Val Glu Asn Cys Asn 
55 340 345 350 355 
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TGC CGT ATG GTG CAC ATG CCA GGG GAC GCC CCA TAC TGC ACT CCA GAG 1221 
Cys Arg Met Val His Met Pro Gly Asp Ala Pro Tyr Cys Thr Pro Glu 
360 365 370 

5 CAG TAC AAG GAG TGT GCA GAT CCT GCC CTG GAC TTC CTA GTG GAG AAA 1269 
Gin Tvr Lys Glu Cys Ala Asp Pro Ala Leu Asp Phe Leu Val Glu Lys 
375 380 385 

GAC CAG GAA TAC TGC GTG TGT GAG ATG CCT TGC AAC CTG ACC CGC TAC 1317 
]0 Asp Gin Glu Tyr Cys Val Cys Glu Met Pro Cys Asn Leu Thr Arg Tyr 
390 395 400 

GGC AAG GAG CTG TCC ATG GTC AAG ATC CCA AGC AAA GCC TCC GCC AAG 13 65 

Gly Lys Glu Leu Ser Met Val Lys He Pro Ser Lys Ala Ser Ala Lys 
15 405 410 415 

TAC CTG GCC AAG AAG TTC AAC AAA TCG GAG CAG TAC ATA GGG GAG AAC 1413 
Tyr Leu Ala Lys Lys Phe Asn Lys Ser Glu Gin Tyr He Gly Glu Asn 
420 425 430 435 



20 



40 



ATT CTG GTG CTG GAC ATT TTC TTT GAA GTC CTC AAC TAT GAG ACC ATC 14 61 

He Leu Val Leu Asp He Phe Phe Glu Val Leu Asn Tyr Glu Thr He 
440 445 450 



25 GAG CAG AAA AAG GCC TAT GAG ATC GCA GGG CTG TTG GGT GAC ATC GGG 1509 
Glu Gin Lys Lys Ala Tyr Glu He Ala Gly Leu Leu Gly Asp lie Gly 
455 460 465 

GGC CAG ATG GGG TTG TTC ATC GGT GCC AGC ATC CTC ACC GTG CTG GAA 1557 
30 Gly Gin Met Gly Leu Phe He Gly Ala Ser lie Leu Thr Val Leu Glu 
470 475 480 

CTC TTT GAC* TAT GCC TAC GAG GTC ATT AAG CAC AGG CTG TGC AGA CGT 1605 
Leu Phe Asp Tyr Ala Tyr Glu Val He Lys His Arg Leu Cys Arg Arg 
35 485 490 495 

GGA AAG TGC CAG AAG GAG GCT AAG AGG AGC AGC GCA GAC AAG GGC GTG 1653 
Gly Lys Cys Gin Lys Glu Ala Lys Arg Ser Ser Ala Asp Lys Gly Val 
500 505 510 515 



GCG CTC AGC CTG GAT GAC GTC AAA AGA CAC AAT CCC TGC GAG AGC CTC 1701 
Ala Leu Ser Leu Asp Asp Val Lys Arg His Asn Pro Cys Glu Ser Leu 
520 525 530 



45 CGA GGA CAT CCT GCC GGG ATG ACG TAC GCT GCC AAC ATC CTA CCT CAC 1749 
Arg Gly His Pro Ala Gly Met Thr Tyr Ala Ala Asn lie Leu Pro His 
535 540 545 

CAT CCC GCT CGA GGC ACG TTT GAG GAC TTT ACC TGC TAA GCCCTCGCAG 1798 
50 His Pro Ala Arg Gly Thr Phe Glu Asp Phe Thr Cys * 
550 55 559 

GCCGCTGTAC CAAAGGCCTA GGTGGGGAGG GCTGGGGGAG CAAGGGGCCC CCAACTGCCC 1858 

55 CCAGCTACCC TGTGGACTTA ACTGCATTCC TGGTCAGTGG TTCCCTCTTG TCTGTGGTGA 1918 

GAAAGGAGTC TTG AC CAT AG AGTCCTCTCC CAGCCTCTAT CCCATCTTTT TATTTTAATT 197 8 

TAATCACATT TGCTCTGTAA TATTGCTTGA GGCTGGGGAT CGTGATTTCC CCCCAGTTCT 203 8 
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TTTATTGTTG 


AGAATAGTTT 


TCTCTATTCT 


GGGTTTTCTG 


TTATTTCAAA 


TGAATCTGCA 


2098 


AATTGCTCTT 


CCCATCTCTA 


TGAAGAATTG 


CGTTGGAATT 


TTGATGGGGA 


TTGTATTGAA 


2158 


TCTGTAGATT 


GCCTTTGGTA 


AGATGGCCAT 


TTTTACTATG 


TTAATCCTGC 


CAATTCATGA 


2218 


GCAAGGGAGA 


TCTTTCTATC 


TCTGAAATCT 


ACTTCAGTTT 


CTTTCTTCAG 


AGACTTGAAG 


2278 


TTCTTGTCAT 


AAAAATCTTT 


TTGGTTAGAG 


CCACACCAAG 


GTATTTTATA 


TTGTTTGTGA 


2338 


CTATTGTGAA 


TGGTGTCATT 


TCCCTAATTT 


CCTTCTCAGC 


CTACTTATCC 


TTTGAGTAGA 


2398 


GGAAGGCTTC 


TGATTTGTTT 


GGGTTAATTT 


TATACCCAGC 


TGCTTTGCTA 


AAGTTCTTTA 


2458 


TCAGGTTTAG 


GTGTTCTCTG 


GTGGAACTTT 


TGGGGTCACG 


TAAGAATACT 


ATTATATCAT 


2518 


CTGCAAATAG 


TGATATTTCA 


CTTCTTCCTT 


TCCAATTTCT 


ATCCCTCTGG 


GGACTTTTTG 


2578 


TTGTCTAATT 


GCTCTGGCTA 


GGACTTCAAA 


TTCTATATTG 


AATAGATAGG 


GAGAGAGTGG 


2638 


GCAGCCTTGT 


CTAGTTCCTG 


GTTTTCGTGG 


GATCGCTTCA 


AATTTCTCTC 


CATTTAGTTT 


2698 


GATATTGGCT 


ACTGGTTTGC 


TGTATATGGC 


TTTTACTGTA 


CTTAGGTATG 


GGCCTTGAAT 


2758 


TCCTGATATT 


TCCAAGACTT 


TTAACATGAA 


GGGGTTTTGA 


AATTTGCCAA 


ATGCTTTCTC 


2818 


AGCATCTAAT 


GAGATGATCA 


TGTGCCCTCC 


CCCCACCTTG 


AGTTTGTTTA 


TATAGTGGGT 


2878 


TACATGAAAG 


GATCATTTCT 


AATAGTCCAC 


AAGTCTGCCA 


AATCTTGCTG 


ATTGTGACTC 


2938 


ATTTCCATAG 


CAGGCTCTAT 


AACTTCTCTA 


ACAGATTGCA 


TTAAACTCTG 


CTTGGGGAAG 


2998 


GCATTACCTC 


TTGGTTGAAG 


CAATGTTGTA 


GTTTCTATGC 


CTGCTGAGTA 


AATAGCCTCA 


3058 


AGTCCAAGTA 


CTTGCCCAGA 


CTAATGATCA 


AACGTATCCA 


GGAGTTCCAT 


ACCAGAGATG 


3118 


TACTCTTCTC 


TCCTTTGAAG 


TACATTGCTG 


GAAGAGTAAT 


TGTGTTTGCT 


AGAGATACTC 


3178 


CTTCGAACTG 


CAAAAGAAAT 


CTCTTGGCTA 


AGCATATAAT 


CAAGCCTCAG 


GTTTTCTTTT 


3238 


TATTAAATAG 


CTGCTTGTAA 


GAAAGTGGAC 


ACTAAGCATA 


TACCTCAAAG 


GGAGACAGAA 


3298 


TGACTCTGTG 


CCTTCACTGA 


TGGAAGTCTG 


GGTTACAAAT 


TACATCAGAA 


GAACCTATCA 


3358 


TAGTGAAACA 


TCTCATTCCC 


CTGGTATAAT 


CCCTTCTAGA 


AATACACTTG 


TGACTCTGAA 


3418 


ATGTTATAAT 


CGTGACAACT 


AGGCTGTTAC 


AGATACACCA 


AGTTAAATTT 


GATAGAGAAA 


3478 


CCAGGCTTGG AGCCTCATGT CCATAGGGCA AGAGGAAGAT GCTGAGTGTT TAAGGTTGGT 


3538 


TTGAGCGAAG 


AACAATACCT 


TGTGTCACAA 


AAATGAAAGG 


AAAAAAGAAA 


AAAGGAAAGA 


3598 


AGGAAAGAAA 


GAGAGAGAAA 


GAAAAAGAAA 


GAAAGAAAAA 


AAAAAAAAA 




3647 
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INFORMATION CONCERNANT LA SEP ID NO: 5 : 

i) CARACTRERISTIQUE DE LA SEQUENCE : 
A) LONGUEUR 1602 paires de base 

5 B) TYPE : acide nucleique 

C) NOMBRE DE BRINS : double 

D) CONFIGURATION : lineaire 

ii) TYPE DE MOLECULE : ADN 
10 vi) ORIGINE : rat 



15 



45 



ix) CARACTERISTIQUE 

A) NOM/CLE : DRASIC 

B) LOCALISATION : 1 . . 1602 

xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 5 : 



ATG AAA CCT CGC TCC GGA CTG GAG GAG GCC CAG CGG CGA CAG GCC TCA 4 8 

Met Lys Pro Arg Ser Gly Leu Glu Glu Ala Gin Arg Arg Gin Ala Ser 
20 1 1 5 10 15 

GAC ATC CGG GTG TTT GCC AGC AGC TGC ACA ATG CAT GGT CTG GGC CAC 96 
Asp lie Arg Val Phe Ala Ser Ser Cys Thr Met His Gly Leu Gly His 
20 25 30 

25 

ATC TTT GGC CCT GGA GGC CTG ACC CTG CGC CGA GGG CTG TGG GCC ACA 144 
He Phe Gly Pro Gly Gly Leu Thr Leu Arg Arg Gly Leu Trp Ala Thr 
35 40 45 

30 GCT GTG CTC CTG TCG CTG GCG GCC TTC CTC TAC CAG GTG GCT GAG CGG .192 
Ala Val Leu Leu Ser Leu Ala Ala Phe Leu Tyr Gin Val Ala Glu Arg 
50 55 60 

GTT CGC TAC TAT GGG GAG TTC CAC CAT AAG ACC ACC CTG GAT GAG CGT 240 
35 Val Arg Tyr Tyr Gly Glu Phe His His Lys Thr Thr Leu Asp Glu Arg 
65 70 75 80 



GAG AGC CAC CAG CTC ACC TTC CCA GCT GTG ACT CTG TGT AAT ATC AAC 
Glu Ser His Gin Leu Thr Phe Pro Ala Val Thr Leu Cys Asn He Asn 
40 85 90 95 



ACA GCG CTG CTG GGC CTG GAC CCT GCT GAA CAT GCT GCC TAC CTT CGT 
Thr Ala Leu Leu Gly Leu Asp Pro Ala Glu His Ala Ala Tyr Leu Arg 
115 120 125 



TTT GAC ATG GCA CAA CTC TAC GCC AGA GCC GGC CAC TCC CTT GAG GAC 
55 Phe Asp Met Ala Gin Leu Tyr Ala Arg Ala Gly His Ser Leu Glu Asp 
145 150 155 160 



288 



CCA CTG CGC CGC TCA CGC CTC ACA CCC AAT' GAC TTG CAC TGG GCT GGA 336 
Pro Leu Arg Arg Ser Arg Leu Thr Pro Asn Asp Leu His Trp Ala Gly 
100 ■ 105 HO 



384 



50 GCA CTG GGC CAG CCC CCC GCA CCA CCT GGC TTC ATG CCC AGT CCG ACC 432 
Ala Leu Gly Gin Pro Pro Ala Pro Pro Gly Phe Met Pro Ser Pro .Thr 
130 135 140 



480 
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ATG TTG TTG GAT TGC CGA TAC CGT GGC CAG CCC TGT GGG CCT GAG AAC 528 
Met Leu Leu Asp Cys Arg Tyr Arg Gly Gin Pro Cys Gly Pro Glu Asn 
165 170 175 

5 TTC ACA GTG ATC TTT ACT CGA ATG GGG CAA TGC TAC ACC TTC AAC TCT 576 
Phe Thr Val lie Phe Thr Arg Met Gly Gin Cys Tyr Thr Phe Asn Ser 
180 185 190 

GGT GCC CAC GGT GCA GAG CTG CTC ACC ACT CCA AAG GGT GGT GCT GGC 624 
10 Gly Ala His Gly Ala Glu Leu Leu Thr Thr Pro Lys Gly Gly Ala Gly 
195 200 205 

AAC GGA CTG GAG ATT ATG CTA GAT GTA CAG CAA GAG GAG TAT CTG CCC 672 
Asn Gly Leu Glu He Met Leu Asp Val Gin Gin Glu Glu Tyr Leu Pro 
15 210 215 220 

ATC TGG AAG GAC ATG GAA GAG ACC CCG TTT GAG GTG GGG ATC CGA GTG 720 
He Trp Lys Asp Met Glu Glu Thr Pro Phe Glu Val Gly He Arg Val 
225 230 235 240 



20 



40 



CAG ATT CAC AGC CAG GAT GAG CCC CCT GCC ATT GAC CAG CTG GGC TTC 7 68 

Gin He His Ser Gin Asp Glu Pro Pro Ala He Asp Gin Leu Gly Phe 
245 250 255 



25 GGG GCA GCC CCA GGC CAT CAG ACT TTT GTG TCC TGT CAG CAG CAG CAA 816 
Gly Ala Ala Pro Gly His Gin Thr Phe Val Ser Cys Gin Gin Gin Gin 
260 265 270 

CTG AGT TTC CTG CCA CCA CCC TGG GGT GAC TGC AAT ACC GCA TCT TTG 864 
30 Leu Ser Phe Leu Pro Pro Pro Trp Gly Asp Cys Asn Thr Ala Ser Leu 
275 280 285 

GAT CCC GAC GAC TTT GAT CCA GAG CCC TCT GAT CCC TTG GGT TCC CCC 912 
Asp Pro Asp Asp Phe Asp Pro Glu Pro Ser Asp Pro Leu Gly Ser Pro 
35 290 295 300 

AGA CCC AGA CCC AGC CCT CCT TAT AGT TTA ATA GGT TGT CGC CTG GCC 960 
Arg Pro Arg Pro Ser Pro Pro Tyr Ser Leu He Gly Cys Arg Leu Ala 
305 310 315 • 320 



TGT GAG TCT CGC TAT GTG GCT CGG AAG TGT GGC TGT CGA ATG ATG CAT 1008 
Cys Glu Ser Arg Tyr Val Ala Arg Lys Cys Gly Cys Arg Met Met His 
325 330 . 335 



45 ATG CCT GGA AAC TCC CCA GTG TGC AGC CCC CAG CAG TAC AAG GAC TGC 1056 
Met Pro Gly Asn Ser Pro Val Cys Ser Pro Gin Gin Tyr Lys Asp Cys 
340 345 350 

GCC AGC CCA GCT CTG GAC GCT ATG CTG CGA AAG GAC ACG TGT GTC TGC 1104 
50 Ala Ser Pro Ala Leu Asp Ala Met Leu Arg Lys Asp Thr Cys Val Cys 
355 360 365 

CCC AAC CCG TGC GCT ACT ACA CGC TAT GCC AAG GAG CTC TCC ATG GTG 1152 
Pro Asn Pro Cys Ala Thr Thr Arg Tyr Ala Lys Glu Leu Ser Met Val 
55 370 375 380 

CGG ATT CCC AGC CGC GCG TCA GCT CGC TAC CTG GCC CGG AAA TAC AAC 1200 
Arg He Pro Ser Arg Ala Ser Ala Arg Tyr Leu Ala Arg Lys Tyr Asn 
385 390 395 400 



4 



3 

"I 



.4 
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CGC AGC GAG TCC TAC ATT ACG GAG AAT GTA CTG GTT CTG GAT ATC TTC 1248 
Arg Ser Glu Ser Tyr He Thr Glu Asn Val Leu Val Leu Asp He Phe 
405 410 415 

5 TTT GAG GCC CTC AAC TAT GAA GCG GTG GAA CAA AAG GCG GCC TAT GAA 1296 
Phe Glu Ala Leu Asn Tyr Glu Ala Val Glu Gin Lys Ala Ala Tyr Glu 
420 425 430 

GTG TCG GAG CTG CTG GGA GAC ATT GGG GGA CAG ATG GGA CTG TTT ATT 1344 
10 Val Ser Glu Leu Leu Gly Asp He Gly Gly Gin Met Gly Leu Phe He 
435 440 445 

GGA GCA AGC CTG CTT ACC ATC CTT GAG ATC CTC GAC TAT CTC TGT GAG 1392 
Gly Ala Ser Leu Leu Thr He Leu Glu He Leu Asp Tyr Leu Cys Glu 
15 450 455 460 

GTT TTC CAA GAC AGA GTC CTG GGG TAT TTC TGG AAC AGA AGG AGC GCT 1440 
Val Phe Gin Asp Arg Val Leu Gly Tyr Phe Trp Asn Arg Arg Ser Ala 
465 470 475 480 



20 



CAA AAG CGC TCT GGC AAC ACT CTG CTC CAG GAA GAG TTG AAT GGC CAT 1488 
Gin Lys Arg Ser Gly Asn Thr Leu Leu Gin Glu Glu Leu Asn Gly His 
485 490 495 



25 CGA ACA CAT GTT CCC CAC CTC AGC CTA GGG CCC AGG CCT CCT ACC ACT 1536 
Arg Thr His Val Pro His Leu Ser Leu Gly Pro Arg Pro Pro Thr Thr 
500 505 510 

CCC TGT GCT GTC ACC AAG ACA CTC TCT GCC TCC CAC CGT ACC TGT TAC 1584 
30 Pro Cys Ala Val Thr Lys Thr Leu Ser Ala Ser His Arg Thr Cys Tyr 
515 520 525 

CTC GTC ACA AGG CTC TAG 1602 
Leu Val Thr Arg Leu * 
35 530 533 
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INFORMATION CONCERNANT LA SEP ID NO: 6 : 

i) CARACTRERISTIQUE DE LA SEQUENCE : 

A) LONGUEUR 1948 paires de base 

5 B) TYPE : acide nucleique 

C) NOMBRE DE BRINS : double 

D) CONFIGURATION : lineaire 



ii) TYPE DE MOLECULE : ADN 
10 vi) ORIGINE : rat 



15 



ix) CARACTERI STIQUE 

A) NOM/CLE : MDEG2 

B) LOCALISATION : 16 . . 1707 

xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO : 6 



CCTCGGGCTG AATGA ATG AGC CGG AGC GGC GGA GCC CGG CTG CCC GCG ACC 51 
Met Ser Arg Ser Gly Gly Ala Arg Leu Pro Ala Thr 
20 ■ 1 5 10 



GCG CTC AGC GGC CCG GGA CGC TTC CGT ATG GCC CGC GAG CAG CCG GCG 99 
Ala Leu Ser Gly Pro Gly Arg Phe Arg Met Ala Arg Glu Gin Pro Ala 
15 20 25 

25 

CCC GTG GCG GTG GCG GCA GCT AGG CAG CCC GGA GGA GAC CGG AGC C3C 147 
Pro Val Ala Val Ala Ala Ala Arg Gin Pro Gly Gly Asp Arg Ser Gly 
30 35 40 

30 GAT CCG GCG CTG CAG GGG CCA GGG GTC GCC CGC AGG GGG CGG CCG TCC 195 
Asp Pro Ala Leu Gin Gly Pro Gly Val Ala Arg Arg Gly Arg Pro Ser 
45 50 55 60 

CTG AGT CGC ACT AAA TTG CAC GGG CTG CGG CAC ATG TGC GCG GGG CGC 243 
35 Leu Ser Arg Thr Lys Leu His Gly Leu Arg His Met Cys Ala Gly Arg 
65 70 75 

ACG GCG GCG GGA GGC TCT TTC CAG CGA CGG GCG CTG TGG GTG CTG GCC 291 
Thr Ala Ala Gly Gly Ser Phe Gin Arg Arg Ala Leu Trp Val Leu Ala 
40 80 85 90 

TTC TGC ACG TCC CTC GGC TTG CTG CTG TCC TGG TCC TCG AAC CGC CTG 339 
Phe Cys Thr Ser Leu Gly Leu Leu Leu Ser Trp Ser Ser Asn Arg Leu 
95 100 105 

45 

CTC TAC TGG CTC AGC TTC CCG TCA CAC AC A CGA GTG CAC CGT GAG TGG 3 87 

Leu Tyr Trp Leu Ser Phe Pro Ser His Thr Arg Val His Arg Glu Trp 
110 115 120 

50 AGC CGC CAG CTG CCG TTC CCC GCC GTC ACC GTG TGC AAC AAC AAC CCC 435 
Ser Arg Gin Leu Pro Phe Pro Ala Val Thr Val Cys Asn Asn Asn Pro 
125 130 135 140 

CTG CGC TTC CCG CGC CTC TCC AAG GGG GAC CTC TAC TAC GCG GGC CAC 483 
55 Leu Arg Phe Pro Arg Leu Ser Lys Gly Asp Leu Tyr Tyr Ala Gly His 
145 150 155 
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TGG CTA GGG CTG CTG CTT CCC AAC CGC ACC GCG CGC CCG CTG GTC AGC 531 
Trp Leu Gly Leu Leu Leu Pro Asn Arg Thr Ala Arg Pro Leu Val Ser 
160 165 170 

5 GAG CTG CTG CGG GGC GAC GAG CCG CGC CGC CAG TGG TTC CGC AAA CTG 579 
Glu Leu Leu Arg Gly Asp Glu Pro Arg Arg Gin Trp Phe Arg Lys Leu 
175 180 185 

GCC GAC TTC CGC CTC TTC CTG CCG CCG CGC CAC TTC GAG GGC ATC AGC 627 
10 Ala Asp Phe Arg Leu Phe Leu Pro Pro Arg His Phe Glu Gly He Ser 
190 195 200 

GCT GCC TTC ATG GAC CGT TTG GGC CAC CAG CTG GAG GAT ATG CTG CTC 67 5 

Ala Ala Phe Met Asp Arg Leu Gly His Gin Leu Glu Asp Met Leu Leu 
15 205 210 215 220 

TCC TGC AAG TAC CGG GGC GAG CTC TGT GGC CCG CAC AAC TTC TCC TCA 723 

Ser Cys Lys Tyr Arg Gly Glu Leu Cys Gly Pro His Asn Phe Ser Ser 

225 230 235 

20 

GTG TTT AC A AAA TAC GGG AAG TGT TAC ATG TTT AAC TCA GGC GAG GAT 771 

Val Phe Thr Lys Tyr Gly Lys Cys Tyr Met Phe Asn Ser Gly Glu Asp 

240 245 250 

25 GGC AAG CCG CTG CTC ACC ACG GTC AAG GGG GGG ACG GGC AAC GGG CTG 819 
Gly Lys Pro Leu Leu Thr Thr Val Lys Gly Gly Thr Gly Asn Gly Leu 
255 260 265 

GAG ATC ATG CTG GAC ATT CAG CAA GAT GAG TAC CTG CCC ATC TGG GGA 867 
30 Glu He Met Leu Asp He Gin Gin Asp Glu Tyr Leu Pro He Trp Gly 
270 275 280 

GAG AC A GAG GAA AC A ACG TTT GAA GCA GGA GTG AAG GTT CAG ATC CAC 915 
Glu Thr Glu Glu Thr Thr Phe Glu Ala Gly Val Lys Val Gin He His 
35 285 290 295 300 

AGT CAG TCT GAG CCG CCT TTC ATC CAA GAG CTG GGC TTT GGG GTG GCT 963 
Ser Gin Ser Glu Pro Pro Phe He Gin Glu Leu Gly Phe Gly Val Ala 
305 310 315 



40 



CCG GGG TTC CAG ACC TTC GTG GCC ACA CAA GAG CAG AGG CTC ACA TAT 1011 
Pro Gly Phe Gin Thr Phe Val Ala Thr Gin Glu Gin Arg Leu Thr Tyr 
320 325 . 330 



45 CTG CCC CCA CCA TGG GGG GAG TGC CGG TCC TCA GAG ATG GGA CTC GAC 1059 
Leu Pro Pro Pro Trp Gly Glu Cys Arg Ser Ser Glu Met Gly Leu Asp 
335 340 345 

TTC TTT CCT GTT TAC AGC ATC ACA GCC TGT CGG ATT GAC TGT GAG ACC 1107 
50 Phe Phe Pro Val Tyr Ser He Thr Ala Cys Arg He Asp Cys Glu Thr 
350 355 360 

CGC TAC ATC GTG GAG AAC TGT AAC TGC CGC ATG GTC CAC ATG CCA GGG 1155 
55 Arg Tyr He Val Glu Asn Cys Asn Cys Arg Met Val His Met Pro Gly 
365 370 375 380 
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GAC GCC CCT TTC TGC ACC CCT GAG CAG CAC AAG GAG TGT GCA GAG CCT 1203 
Asp Ala Pro Phe Cys Thr Pro Glu Gin His Lys Glu Cys Ala Glu Pro 
385 390 395 

5 GCC CTC GGT CTA CTG GCA GAA AAG GAC AGC AAT TAC TGT CTC TGC AGG 1251 
Ala Leu Gly Leu Leu Ala Glu Lys Asp Ser Asn Tyr Cys Leu Cys Arg 
400 405 410 

AC A CCC TGC AAC CTG AC A CGC TAC AAC AAA GAG CTC TCC ATG GTG AAG 1299 
10 Thr Pro Cys Asn Leu Thr Arg Tyr Asn Lys Glu Leu Ser Met Val Lys 
415 420 425 

ATC CCC AGC AAG ACG TCA GCC AAG TAC TTA GAG AAG AAA TTT AAC AAA 1347 
He Pro Ser Lys Thr Ser Ala Lys Tyr Leu Glu Lys Lys Phe Asn Lys 
15 430 " 435 440 

TCG GAA AAA TAT ATC TCA GAG AAC ATT CTT GTT CTG GAC ATA TTT TTT 1395 
Ser Glu Lys Tyr He Ser Glu Asn He Leu Val Leu Asp He Phe Phe 
445 450 455 460 



20 



40 



GAG GCG CTC AAT TAC GAA ACA ATT GAA CAG AAG AAG GCG TAT GAA GTT 1443 
Glu Ala Leu Asn Tyr Glu Thr He Glu Gin Lys Lys Ala Tyr Glu Val 
465 470 475 



25 GCT GCC TTA CTT GGT GAC ATC GGT GGT CAG ATG GGA CTG TTC ATT GGT 1491 
Ala Ala Leu Leu Gly Asp He Gly Gly Gin Met Gly Leu Phe He Gly 
480 485 490 

GCT AGT CTC CTC ACA ATA CTA GAG CTC TTT GAT TAT AIT TAT GAG CTG 1539 
30 Ala Ser Leu Leu Thr He Leu Glu Leu Phe Asp Tyr lie Tyr Glu Leu 
495 500 505 

ATC AAA GAG AAG CTA TTA GAC CTG CTT GGC AAA GAA GAA GAG GAA GGG 1587 
He Lys Glu Lys Leu Leu Asp Leu Leu Gly Lys Glu Glu Glu Glu Gly 
35 510 515 520 

AGC CAC GAT GAG AAC ATG AGC ACC TGT GAC ACA ATG CCA AAC CAC TCT 1635 
Ser His Asp Glu Asn Met Ser Thr Cys Asp Thr Met Pro Asn His Ser 
525 530 535 540 



GAA ACC ATC AGC CAC ACT GTG AAC GTG CCC CTG CAG ACA GCT TTG GGC 1683 
Glu Thr He Ser His Thr Val Asn Val Pro Leu Gin Thr Ala Leu Gly 
545 550 . 555 



45 ACC CTG GAG GAG ATT GCC TGC TGA CACCTCTCAG GCAACGCAGC ACCTCCAAAC 1737 
Thr Leu Glu Glu He Ala Cys * 
560 563 

AGACCTTAAA GGCCCAAGAC CT AGG AC AGG AGACAGCAAG CGCAGGTGGG ATCGCCCCTG 1797 

50 ACGACTGAAA GAAGCAGAGC CCCCCATATG CACACATTGC GAACTTCTGC CAAACCTCAC 1857 

CTGGCCACAT CTGACATGAA CCGTCCCGGG CCCTGCGTCA TGTCCCTCGC AGGACCGATG 1917 

AGTCGCACTC CGGAACTGTC CAAGAACTAA C 1948 
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REVENDI CAT IONS 

1) Proteine constituant un canal cationique 
neuronal de mammifere sensible a l'amiloride et active par 
les protons. 

2) Proteine selon la revendication 1 dont la 
sequence en acides amines est representee dans la liste de 
sequences en annexe sous le numero SEQ IS No : 1 ou un 
derive f onctionnellement equivalent de cette proteine. 



3) Proteine selon l'une des revendications 1 
ou 2 dont la sequence en acides amines est representee 
dans la liste de sequence en annexe sous le numero SEQ ID 

15 No : 2 ou un derive f onctionnellement equivalent de cette 
proteine. 

4) Proteine selon l'une des revendications 1 
ou 2 dont la sequence en acides amines est representee 

20 dans la liste de sequence en annexe sous le numero SEQ ID 
No : 3 ou un derive f onctionnelllement equivalent de cette 
proteine. 

5) Proteine selon la revendication 1 dont la 
25 sequence en acides amines est representee dans la liste de 

sequences en annexe sous le numero SEQ ID No : 4 ou un 
derive f onctionnellement equivalent de cette proteine. 

6) Proteine selon la revendication 1 dont la 
30 sequence en acides amines est representee dans la liste de 

sequence en annexe sous le numero SEQ ID No : 5 ou un 
derive f onctionnellement equivalent de cette proteine. 

7) Canal cationique hybride constitue de 
35 1' association d'une premiere proteine constituant un canal 

ionique active par les protons selon l'une quelconque des 
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revendications 1 a 6 avec une seconde proteine constituant 
un canal ionique active ou non par les protons. 

8) Canal cationique hybride const itue de 
5 1 * association d'une premiere proteine constituant un canal 

ionique active par les protons selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 6 avec une seconde proteine constituant 
un canal ionique active par les protons selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 6. 

10 

9) Canal cationique hybride selon la 
revendication 8, caracterise en ce que ladite premiere 
proteine est une proteine dont la sequence en acides 
amines est representee dans la liste de sequence en annexe 

5 sous le numero SEQ ID No 1, SEQ ID No 2, SEQ ID No 3, SEQ 
ID No 4 ou SEQ ID No 5 et la seconde proteine est une 
proteine dont la sequence en acides amines est representee 
dans la liste de sequence en annexe sous le numero SEQ ID 
No : 3 ou SEQ ID No 6. 

20 

10) Anticorps monoclonal ou polyclonal 
dirige contre au moins une proteine selon l'une quelconque 
des revendications 1 a 6 et/ou contre au moins un canal 
hybride selon l'une quelconque des revendications 7 a 9. 

25 

11) Molecule d'acide nucleique comprenant ou 
constitute par une sequence nucleique codant pour une 
proteine constituant un. canal cationique selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 6 ou un canal hybride 

30 selon 1 ' une quelconque des revendications 7 a 9 . 

12) Molecule d'acide nucleique selon la 
revendication 11 comprenant ou constitute par la sequence 
nucleique comprise entre les nucleotides 123 et 1700 de la 

35 sequence representee dans la liste de sequences en annexe 
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sous le numero SEQ ID No : 1, ou sa sequence 
complementaire. 

13) Molecule d'acide nucleique selon la 
5 revendication 11 comprenant ou constituee par la sequence 

nucleique comprise entre les nucleotides 1 et 1542 de la 
sequence representee dans la liste de sequences en annexe 
sous le numero SEQ ID No : 2, ou sa sequence 
complementaire . 

10 

14) Molecule d'acide nucleique selon la 
revendication 11 comprenant ou constituee par la sequence 
nucleique comprise entre les nucleotides 127 et 1663 de la 
sequence representee dans la liste de sequences en annexe 

15 sous le numero SEQ ID No : 3, ou sa sequence 
complementaire . 

15) Molecule d'acide nucleique selon la 
revendication 11 comprenant ou constituee par la sequence 

20 nucleique comprise entre les nucleotides 109 et 1785 de la 
sequence representee dans la liste de sequences en annexe 
sous le numero SEQ ID No : 4 , ou sa sequence 
complementaire . 

25 16) Molecule d'acide nucleique selon la 

revendication 11 comprenant ou constituee par la sequence 
nucleique comprise entre les nucleotides 1 et 1602 de la 
sequence representee dans la liste de sequences en annexe 
sous le numero SEQ ID No : 5, ou sa sequence 

30 complementaire. 

17) Vecteur comprenant au moins une molecule 
d'acide nucleique selon l'une quelconque des 
revendications 11 a 16, avantageusement associee a des 
35 sequences de controle. 
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18) Procede de production d'une proteine 
constituant un canal ionique selon l 4 une quelconque des 
revendications 1 a 6 ou un canal hybride selon 1 1 une 
quelconque des revendications 7 a 9, caracterise en ce 

5 qu'il consiste : 

- a transferer une molecule d'acide 
nucleique selon 1 ' une des revendications 11 ■ a 16 ou un 
vecteur selon la revendication 17 dans un note cellulaire, 

- a cultiver ledit bote cellulaire dans des 
10 conditions permettant la production de la proteine 

constituant le canal ionique, 

- a isoler, par tous moyens appropries les 
proteines constituant les canaux ioniques. 

15 19) Procede d* expression d'une proteine 

constituant un canal ionique selon 1 ' une quelconque des 
revendications 1 a 6 ou un canal hybride selon 1 ■ une 
quelconque des revendications 7 a 9, dans hote cellulaire, 
caracterise en ce qu'il consiste : 

20 - a transferer une molecule d'acide 

nucleique selon 1'une des revendications 11 a 16 ou un 
vecteur selon la revendication 17 dans ledit hote 
cellulaire, 

- a cultiver ledit hote cellulaire dans des 
25 conditions permettant la production de la proteine 

constituant le canal ionique. 

20) Procede selon l'une des revendications 
18 ou 19, caracterise en ce que l'hote cellulaire est 

30 choisi parmi les procaryotes ou les eucaryotes et 
notamment parmi les bacteries, les levures, les cellules 
de mammiferes, de plantes ou d'insectes. 

21) Cellule transformee exprimant des canaux 
35 cationiques neuronaux de mammifere sensibles a l'amiloride 
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et actives par les protons, obtenue par le procede selon 
l'une des revendications 18 a 20. 

22) Procede de criblage de substances 
5 capables de moduler l'activite de canaux ioniques 

neuronaux de manunifere, caracterise en ce que l'on met en 
contact des quant ites variables d'une substance a tester 
avec des cellules selon la revendication 21, puis l'on 
mesure, par tous moyens appropries, les effets eventuels 
10 de ladite substance sur les courants des canaux 
cationiques sensibles a I'amiloride et actives par les 
protons . 

23) Procede selon la revendication 22 
15 applique au criblage de substances capables de moduler la 

perception de l'acidite, tant en ce qui concerne la 
nociception que la transduction du gout. 

24) Composition pharmaceutique comprenant 
20 comme principe act if au moins une proteine constituant un 

canal ionique selon l'une quelconque des revendications 1 
a 6 ou un canal hybride selon l'une quelconque 7 a 9 ou 
encore un anticorps selon la revendication 10. 

25 25) Utilisation d'une substance chimique ou 

biologique capable de modifier les courants d'un canal 
ionique selon l'une quelconque' des revendications 1 a 6 
et/ou un canal hybride selon l'une quelconque des 
revendications 7 a 9 pour la preparation d'un medicament 

30 capble de moduler la perception de l'acidite, tant en ce 
qui concerne la nociception que la transduction du gout, 
chez un sujet humain ou animal. 
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Tyr His Ala Gly Glu Leu Leu Ala Leu Leu Asn Asn Arg Tyr Glu He Pro Asp 
Tvr His Ala Glv Glu Leu Leu Ala Leu Leu Asn Asn Ara Tvr Glu He Pro Asp 

Thr Gin Met Ala Asp Glu Lys Gin Leu Glu He Leu Gin Asp Lys Ala Asn Phe 
Thr Gin Met Ala Asn Glu Lvs Gin Leu Glu He Leu Gin Asp Lys Ala Asn Phe 

Arg Ser Phe Lys Pro Lys Pro Phe Asn Met Arg Glu Phe Tyr Asp Arg Ala Gly 
Ara Ser Phe Lvs Pro Lvs Pro Phe Asn Met Aro Glu Phe Tvr Asp Arg Ala Glv 

His Asp He Arg Asp Met Leu Leu Ser Cys His Phe Arg Gly Glu Ala Cys Ser 

His Asp He Ara Asn Met Leu Leu Ser Cvs His Phe Ara Glv Glu Val Cvs Ser 

Ala Glu Asp Phe Lys Val Val Phe Thr Arg Tyr Gly Lys Cys Tyr Thr Phe Asn 
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Asp Glu Pro Pro Phe He Asp Gin Leu Glv Phe Glv Val Ala Pro Glv Phe Gin 



Fig. 1 



WO 98/35034 PCT/FR98/00270 



2/9 



Thr Phe Val Ser Cys Gin Glu Gin Arg Leu He Tyr Leu Pro Ser Pro Trp Gly 



Thr 


Phe Val 


Ala 


Cvs 


Gin Glu Gin 


Arq 




He Tyr 


Lev 


Pro 


Pro 


Pro Trp 


GlY 


Thr 
Thr 


Cys 
Cvs 


Asn 
Lvs 


Ala Val 
Ala Val 


Thr Met Asp 
Thr Met Asd 


Ser 

Ser 


Asd 


Asp 
LeuASD 


Phe 
Phe 


Phe 
Phe 


Asp 
Asd 


Ser Tyr 
Ser Tvr 


Ser 
Ser 


He 
Ue 


Thr 
Thr 


Ala 
Ala 


Cys 

cys 


Arg 
Ara 


He Asp Cys Glu Thr Arg Tyr Leu Val Glu Asn Cys Asn 
He Asd Cvs Glu Thr Ara Tvr Leu Val Glu Asn Cvs Asn 


Cys 
Cvs 


Arg 
Ara 


Met 
Met 


Val 
Val 


His 
His 


Met Pro Gly 
Met Pro.-Oly 


Asp Ala 
Asd Ala 


Pro Tyr 
Pro Tvr 


Cys 
Cys 


Thr 
Thr 


Pro 
Pro 


Glu Gin 
Glu Gin 


Tyr 
Tyr 


Lys 

Lvs 


Glu 
Glu 


Cys 
Cys 


Ala 
Ala 


Asp 
Asp 


Pro Ala Leu 
Pro Ala Leu 


Asp 

Asd 


Phe 
Phe 


Leu Val 
Ley Val 


Glu 
Glu 


Lys 
Lvs 


Asp 
Asp 


Gin Glu 
Gin Glu 


Tyr 
Tyr 


Cys 
Cvs 


Val 
Val 


Cys 
Cys 


Glu 
Glv 


Met 
Met 


Pro Cys Asn 
Pro Cys Asn 


Leu 
Leu 


Thr 
Thr 


Arg Tyr 
Arq Tyr 


Gly 
Gly 


Lys 
Lys 


Glu 


Leu Ser 
Leu Ser 


Met 

Met 


Val 
Val 


Lys 

Lvs 


He 

He 


Pro 
Pro 


Ser 
Ser 


Lys Ala Ser 
Lvs Ala Ser 


Ala 

Ala 


Lys 

Lvs 


Tyr Leu 
Tyr Leu 


Ala 
Ala 


Lys 
Lvs 


Lys 
Lys 


Phe Asn 
P^e Asn 


Lys 
Lvs 


Ser 
Ser 


Glu 

Glu 


Gin 
Gin 


Tyr 
Tvr 


He Gly Glu Asn 
He Glv Glu Asn 


He 
He 


Leu 


Val Leu 
Val M?u 


Asp 

Asp. 


He 
He 


Phe 
Phe 


Phe Glu 
Phe Qlu 


Val 
Val 


Leu 
Leu 


Asn Tyr Glu 

Asn Tyr Glu 


Thr 

Thr 


lie Glu Gin 

He Glu Gin 


Lys 
Lvs 


Lys 
Lys 


Ala Tyr 

Ala Tvr 


Glu 

Glu 


He 
lie 


Ala 
Ala 


Gly Leu 
GJy Leu. 


Leu 
Leu 


Gly Asp 
Glv Asd 


He Gly Gly Gin Met Gly Leu 
Tie Glv Glv Gin Met Glv Leu 


Phe 
Phe 


He Gly Ala 
He Glv Ala 


Ser 
$er. 


He 
He 


Leu Thr 
Ley Thr 


Val 
Val 


Leu 
Leu 


Glu 
Glu 


Leu 
Leu 


Phe 
Phe 


Asp 
Asd 


Tyr Ala Tyr 
Tvr Ala Tvr 


Glu Val 
Gly Val 


He Lys 
He Lvs 


His 
His 


Arg 
Lvs 


Leu 

Leu 


Cys Arg 
Cvs Ara 


Arg 


Gly Lys Cys Gin Lys 
Glv Lvs Cvs Gin Lvs 


Glu Ala Lys Arg 
Glu Ala Lys Arg 


Ser. 
Ser 


Ser Ala Asp Lys Gly Val Ala 
Ser Ala Asd Lvs Glv Val Ala 


Leu 
Leu 


Ser 

Ser 


Leu Asp Asp Val 
Leu Asd Asd Val 


Lys Arg His Asn 

Lvs Ara His Asn 


Pro Cys Glu Ser Leu Arg Gly His 
Pro Cvs Glu Ser Leu Ara Glv His 


Pro 

Pro 


Ala 
Ala 


Gly 
Glv 


Met 
Met 


Thr 
Thr 


Tyr 
Tyr 


Ala Ala Asn 

Ala Ala Asn 


lie 

lie 


Leu 


Pro His 

Pro His 


His 
His 


Pro 

Pro 


Ala 

Ala 


Arg Gly 
Ara Glv 


Thr 
Thr 


Phe 


Glu Asp 


Phe 


Thr 


cys 



















Phe Glu Asp Phe Thr Cys 



Fig, 1 (suite) 



WO 98/35034 



PCT/FR98/00270 



3/9 



Fig. 2 




WO 98/35034 



PCT/FR98/00270 




WO 98/35034 



PCT/FR98/00270 



5/9 




cF. 



MEC-4 
MEC-10 
DEG-1 

pMDEG 

FaNaCh 

aNaCh 
SNaCh 
pNaCh 
yNaCh 



Fig. 3 




Fig. 4 



WO 98/35034 



PCT/FR98/00270 




WO 98/35034 PCT7FR98/00270 

9/9 



Fig, 8 




INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



In .tional Application No 

PCT/FR 98/00270 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 6 C12N15/12 C07K14/705 C07K16/28 A61K38/17 G01N33/68 



According to International Patent Classilication(lPC) or to both national classification and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 6 C07K C12N 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category J Citation of document, with indication, where appropriate, of the.relevant passages 



Relevant to claim No. 



WALDMANN R ET AL: "THE MAMMALIAN 
DEGENERIN MDEG, AN AMILORIDE-SENS ITIVE 
CATION CHANNEL ACTIVED BY MUTATIONS 
CAUSING NEURODEGENERATION IN 
CAENORHABDITIS ELEGANS" 
JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, 
vol. 271, no. 18, 3 May 1996, 
pages 10433-10436, XP002051361 
cited in the application 
see the whole document 

COREY DP ET AL: "MECHANOSENSATI0N AND 

THE DEG/ENAC ION CHANNELS" 

SCIENCE, 

vol. 273, no. 5273, 19 July 1996, 
page 323/324 XP002051360 
see the whole document 

-/- 



1,4,11, 
14,17-22 



23,25 

1,3,11, 
13, 

17-22,24 



S 



Further documents are listed in the continuation of box C. 



□ 



Patent family members are listed in annex. 



* Special categories of cited documents : 

"A" document defining the general state of the art which is not 

considered to be of particular relevance 
"E" earlier document but published on or after the international 

filing date 

V document which may throw doubts on priority daim(s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

"P" document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 



T" later document published after the international filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention 

"X" document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document Is taken alone 

"Y" document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered to Involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art 

document member of the same patent camDy 



Date of the actual completion of the international search 



10 July 1998 



Date ol mailing 01 the international search report 



16/07/1998 



Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2260 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Authorized officer 



Gurdjian, D 



Foim PCT/tSA/210 (second sheel) (JJy 1992) 



page 1 of 3 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Iir tlonal Application No 

PCT/FR 98/00270 



C.(Contlnuatlon) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category ' 


Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 


Relevant to claim No. 


Y 


GILBERTSON, TIMOTHY A. ET AL: "Proton 
currents through amiloride-sensitive 
sodium channels in isolated hamster taste 
cells: Enhancement by vasopressin and 
cAMP " 

NEURON (1993), 10(5), 931-42 CODEN: 
NERNET; ISSN: 0896-6273, XP002068540 
see page 938 - page 939 


1,10,11, 
17-25 


Y 


PRICE MP ET AL: "Cloning and expression 
of a novel human brain Na+ channel." 
J BIOL CHEM, APR 5 1996, 271 (14) 

P7ft7Q-ft9 IIMTTFn QTATFv* YPnn^fiARRAI 
r/O/y Ot, UW1IC.U olMILo, ArUUcUOODHi 

see the whole document 


1,10,11, 
17-22,24 


A 


EMBL databank 
Accession number w62694 
09-JUN-1996 

rid if d n cl a 1 . 

XP002068546 

cited in the application 
see the whole. document 


1,11, 
17-22,24 


A 


AKAIKE N ET AL: "Proton-induced current 

in nanrrinal ^ol 1 r " 

in neuronal cei is. 

PROG NEUROBIOL, MAY 1994, 43 (1) P73-83, 
ENGLAND, XP002068567 
see the whole' document 


1,2, 

1 H-l 9 
1U IC , 

17-24 


P,X 


WALDMANN R ET AL: "A proton-gated cation 
channel involved in acid-sensing." 
NATURE, MAR 13 1997, 386 (6621) P173-7, 
ENGLAND, XP002068589 
see tne wnoie aocumenu 


1,2, 
10-12, 

17-25 ! 


P.X 


BASS I L ANA F ET AL: "The acid-sensitive 
ionic channel subunit ASIC and the 
mammalian degenerin MDEG form a 
heteromultimeric H+-gated Na+ channel' with 
novel properties." 
J BIOL CHEN, NOV 14 1997, 272 (46) 
P28819-22, UNITED STATES, XP002068543 
see the whole document 


1,2, 

10-12, 

17-25 


P.X 


LINGUEGLIA E ET AL: "A modulatory subunit 

of acid sensing ion channels in brain and 

dorsal root ganglion cells." 

J BIOL CHEM, NOV 21 1997, 272 (47) 

P29778-83, XP002068544 

see the whole document 


1,2, 

10-12, 

17-25 



Form PCT/ISA/21 0 (continuation of second sheet) (Jtfy 1992) 



page 2 of 3 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



In .Uonal Application No 

PCT/FR 98/00270 



C.(Contlnuatlon) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category * Citation ot document, with indication.where appropnate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



P.X 



P.X 



BARBRY P ET AL: "Molecular biology of Na+ 
absorption." 

AM J PHYSIOL, SEP 1997, 273 (3 PT 1) 
PG571-85, UNITED STATES, XP002068545 
see page 573, right-hand column, paragraph 
2 - page 576, left-hand column, paragraph 

2 

6ARCIA-AN0VER0S 0 ET AL: "BNAC1 AND BNAC2 
CONSTITUTE A NEW FAMILY OF HUMAN NEURONAL 
SODIUM CHANNELS RELATED TO DEGENERINS AND 
EPITHELIAL SODIUM CHANNELS" 
PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 
SCIENCES OF USA, 

vol. 94, no. 4, 18 February 1997, 
pages 1459-1464, XP002051359 
see the whole document 



1,2,4, 
10-12, 
14,17-25 



I, 3,4, 

II, 13, 
14, 

17-22,25 



Form PCT/IS WZ10 (continuation ol second srwet) (July 1992) 



page 3 of 3 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



D- de Internationale No 

PCT/FR 98/00270 



A. CLASSEMENT DE L'OBJET DE LA DEMANDE 

CIB 6 C12N15/12 C07K14/705 C07K16/28 A61K38/17 G01N33/68 



Selon la classification internationale das brevets (CIB) ou a la lots salon la classification natiorale et la CIB 



B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation minimale consultee (systeme de classilication suivi des symboles de classement) 

CIB 6 C07K C12N 



Documentation consultee autre que la documentationminlmate dans la mesureou ces documents relevenl des domainea sur lesquels a ports la recherche 



Base de donnees electronique consultee au cours de la recherche internationale (nomde la base de donnSes, et si celaest realisable, termes de recherche 
utilises) 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie a Identification des documents cites, avec, le cas echeant. I' indication des passages pertinents 



no. des revendications visees 



WALDMANN R ET AL: "THE MAMMALIAN 

DEGENERIN MDEG, AN AMILORIDE-SENSITIVE 

CATION CHANNEL ACTIVED BY MUTATIONS 

CAUSING NEURODEGENERATION IN 

CAENORHABDITIS ELEGANS" 

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, 

vol. 271, no. 18, 3 mai 1996, 

pages 10433-10436, XP002051361 

cite dans la demande 

voir le document en entier 

COREY D P ET AL: "MECHANOSENSATI0N AND 

THE DEG/ENAC ION CHANNELS" 

SCIENCE, 

vol. 273, no. 5273, 19 juillet 1996, 
page 323/324 XP002051360 
voir le document en entier 

-/- 



1,4,11, 
14,17-22 



23,25 

1,3,11, 
13, 

17-22,24 



J(j Voir la suite du cadre C pour la finds la liste des documents 



□ 



Las documents de families de brevets sort tndiquesen annexe 



* Categories specialesde documents cites: 

"A" document definissant let at general de latechnique. non 
considers com me particulierement pertinent 

document anterieur. mais publie a la date dedepot international 
ou apres cette date 

1* document pouvant jeter un doute sur une revendcation de 
priorite ou cite pour determiner la date de publication cfune 
autre citation ou pour une raison specials (telle qu'indiquee) 

"0" document se refdrant a une divulgation orate, a un usage, a 
une exposition ou tous autres moyens 

"P" document publie avant la date de depotlntemattonal, mais 
posterieurement a la date de priorite revendiquee 



T document utterieur publie apres la date de depot international ou la 
date de priorite etn'appartenenart pas a fetat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre to principe 
ou la theorie constltuant ta base def invention 

"X" document particulierement pertinent; rinvention revendiquee nepeut 
etre consideree comme nouvelle ou comme impfiquant une actlvite 
inventive par rapport au document considers isolement 

"Y" document particulierement pertinent: rinvention revendiquee 
ne peut etre consideree comme impliquant uneactivite inventive 
lorsque le document est assodS a un ou ptusieurs autres 
documents de meme nature, cette combinaison etant evidente 
pour une personne du metier 

"&" document qui fait partie de la meme famitlede brevets 
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C.(suite) DOCUMENTS CONSIDERESCOMME PERTINENTS 


Categorle ' 


Identification des documents cites, avec.te cas echeant. I'indlcatlondes passages pertinents 


no. das revendications visaas 


Y 


GILBERTSON, TIMOTHY A. ET AL: "Proton 
currents through ami! or i de-sensitive 
sodium channels in isolated hamster taste 
cells: Enhancement by vasopressin and 
cAMP" 

NEURON (1993), 10(5), 931-42 CODEN: 
NERNET; ISSN: 0896-6273, XP002068540 
voir page 938 - page 939 


1,10,11, 

17-25 


Y 


PRICE MP ET AL: "Cloning and expression 
of a novel human brain Na+ channel." 
J BIOL CHEM, APR 5 1996, 271 (14) 
P7879-82, UNITED STATES, XP002068541 
voir le document en entier 


1,10,11, 
17-22,24 


A 


EMBL databank 

Accession number v/62694 

09-JUN-1996 

Marra M et al . 

XP002068546 

cite dans la demande 

voir le document en entier 


1,11, 
17-22,24 


A 


AKAIKE N ET AL: "Proton-induced current 
in neuronal cells." 

PROG NEUROBI0L, MAY 1994, 43 (1) P73-83, 

ENGLAND, XP002068567 

voir le document en entier 


1,2, 

10-12, ! 
17-24 


P.X 


WALDMANN R ET AL: "A proton-gated cation 
channel involved in acid-sensing." 
NATURE, MAR 13 1997, 386 (6621) P173-7, 
ENGLAND, XP002068589 
voir le document en entier 


1,2, 

10-12, 

17-25 


P,X 


BASSILANA F ET AL: "The acid-sensitive 
ionic channel subunit ASIC and the 
mammalian degenerin MDEG form a 
heteromultimeric H+-gated Na+ channel' with 
novel properties." 
J BIOL CHEM, NOV 14 1997, 272 (46) 
P28819-22, UNITED STATES, XP002068543 
voir le document en entier 


1,2, 

10-12, 

17-25 


P,X 


LINGUEGLIA E ET AL: "A modulatory subunit 
of acid sensing ion channels in brain and 
dorsal root ganglion cells." 

.1 RTHI PHFM NfiV 91 1QQ7 97? ( Al\ 

P29778-83, XP002068544 
voir le document en entier 

-/- 


1,2, 

10-12, 

17-25 
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C.(sulte) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie j Identification des documents cites, avec.le cas echeant. Hndlcationdes passages pertinents 



p,x 



P,X 



no. des ravendications visaes 



BARBRY P ET AL: "Molecular biology of Na+ 
absorption." 

AM J PHYSIOL, SEP 1997, 273 (3 PT 1) 
PG571-85, UNITED STATES, XP002068545 
voir page 573, colonne de droite, alinea 2 
- page 576, colonne de gauche, alinea 2 

GARCIA-ANOVEROS J ET AL: "BNAC1 AND BNAC2 
CONSTITUTE A NEW FAMILY OF HUMAN NEURONAL 
SODIUM CHANNELS RELATED TO DEGENERINS AND 
EPITHELIAL SODIUM CHANNELS" 
PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 
SCIENCES OF USA, 

vol. 94, no. 4, 18 fevrier 1997, 
pages 1459-1464, XP002051359 
voir le document en entier 



1,2,4, 
10-12, 
14,17-25 



I, 3,4, 

II, 13, 
14, 

17-22,25 
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